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Dědičné poruchy metabolismu (DMP) jsou různorodou skupinou několika set různých 
onemocnění s relativně vysokou kumulativní incidencí (uvádí se až 1:600). U DMP dochází 
k hromadění substrátu a nedostatku produktu v určitých metabolických cestách, což je 
způsobeno deficitem enzymu, popř. jeho aktivátoru, nebo dysfunkcí transportního proteinu, 
avšak základní příčina je na úrovni DNA. Příčiny rozdílných fenotypových projevů u pacientů 
se stejným genotypem často nejsou známy.  
V rámci své práce na Ústavu dědičných metabolických poruch, 1.LF UK a VFN jsem se 
zabývala návrhem nových metod pro výzkum DMP a aplikací těchto metod u pacientů a 
jejich rodin. Vytvořila jsem postupy pro izolaci lysosomálních membrán, sloužící pro výzkum 
lysosomálních střádavých onemocnění, ale také obecných vlastností lysosomů. Dále jsem 
zavedla několik metodik pro stanovení poměru inaktivace chromosomu X, čímž se výrazně 
navýšilo procento žen, u kterých je možné tento parametr stanovit. Tyto metody nyní 
využíváme u heterozygotních žen s X-vázaným onemocněním, u nichž studujeme vliv X-
inaktivace na fenotypové projevy onemocnění. Podrobněji je v této práci popsán případ dívky 
s manifestací mukopolysacharidosy typu II, dívky s deficitem enzymu OTC a rodiny s mutací 
v genu HPRT1. 
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Inherited metabolic disorders (IMD) form a diverse group of several hundred different 
diseases with a relatively high cumulative incidence (stated up to 1:600). They are associated 
with accumulation of the substrates and lack of the products in specific metabolic pathways, 
which is caused by deficiency of the enzyme or its activator, or dysfunction of the transport 
protein. However, the underlying cause is at the DNA level. The grounds for different 
phenotype manifestation in patients with the same genotype are often not known. 
During my work at the Institute of Inherited Metabolic Disorders, I designed several new 
methods for the research of IMD and applied them in the patients and their families. I created 
procedures for the isolation of lysosomal membranes that are used for the research of 
lysosomal storage disorders and general properties of lysosomes. Next, I introduced several 
novel assays for determination of the X-inactivation ratio, which led to a significant increase 
of informative women. Nowadays, we use these methods in heterozygous women with X-
linked diseases in order to study the influence of X-inactivation on the manifestation of the 
diseases. The cases of a girl with mucopolysaccharidosis type II, a girl with OTC deficiency 
and a family with the mutation in HPRT1 gene are described here in more details. 
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Termín lysosom byl poprvé použit Christianem de Duve (de Duve C. et al., 1955) a měl 
odrážet roli této organely coby hlavního místa intracelulárního štěpení (lyze) makromolekul 
za účelem znovuvyužití jejich stavebních jednotek. Lysosom je součástí endosomálně-
lysosomálního systému, který hraje kritickou roli v celé řadě buněčných procesů, včetně 
sekrece, signalizace, reparace a recyklace membrán, metabolismu železa, apoptózy a obratu 
makromolekul a látek vstřebaných endocytosou, fagocytosou nebo autofagií (viz obr. 1). 
Lysosom je tudíž klíčovým regulátorem buněčné homeostázy a nachází se na rozcestí mnoha 
buněčných pochodů, jejichž narušení má závažný dopad na zdraví jedince (Settembre C. et 













Obr. 1: Endosomálně-lysosomální systém (ELS) a jeho interakce s biosyntetickou dráhou. Lysosomální proteiny 
jsou syntetizovány v endoplazmatickém retikulu (ER) a transportovány skrze ERGIC (ER-Golgi intermediate 
deparment) a Golgiho aparát do trans-Golgiho sítě (TGN), odkud se mohou dostat do sekrečních váčků nebo 
přímo do ELS. Nejlépe popsaným způsobem transportu do ELS je clathrin-dependentní transport lysosomálních 
hydrolas modifikovaných manosa-6-fosfátem, který je rozpoznáván receptory M6PR v trans-Golgiho síti. 
Materiál pro degradaci se do lysosomů dostává z různých zdrojů, z procesu autofagie, fagocytosy či endocytosy. 
Endocytická dráha začíná zformováním ranných (early) endosomů, kde je materiál tříděn a může být buď 
zadržen, nebo transportován přes recyklující endosomy zpět k buněčnému povrchu. Činností proteinů ESCRT 
vznikají v endosomu intraluminální váčky (ILV). V ranném endosomu klesá pH a postupně je transformován do 
pozdního (late) endosomu, neboli multivezikulárního tělíska (MVB), které fúzuje s lysosomem a dochází 
k degradaci materiálu. Enzymy se poté znovu zakoncentrují v novém lysosomu. Lysosom a pozdní endosom 
mohou také fúzovat s plasmatickou membránou, přičemž dochází k uvolnění ILV, které jsou dále nazývány 
exosomy. Na obrázku je zobrazen clathrin-dependentní typ endocytosy, na kterém se podílí adaptorový protein 
AP2. Na tvorbě a fúzování váčků ve znázorněném systému se účastní celá řada dalších proteinů: AP1, AP3, 
COPI, COPII, ale také např. Rab, v-SNARE a t-SNARE proteiny a mnohé další (neukázáno).  
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Lysosomy se pod elektronovým mikroskopem jeví jako denzní (tmavá) tělíska v cytosolu, 
o velikosti ≤ 1 µm, ale jejich velikost (i počet) se za určitých podmínek může dramaticky 
měnit. Lysosom má kyselé vnitřní prostředí (lumen, pH < 5) a vysoký obsah iontů Ca2+ (až 
600 µM). Je ohraničen jednoduchou membránou, která je chudá na cholesterol a na vnitřní 
straně je pokryta ochrannou vrstvou (glykokalyx), tvořenou hlavně oligosacharidovými 
řetězci glykoproteinů LAMP1, LAMP2, LIMP1/CD63 a LIMP2, které brání poškození 
membrány hydrolasami. V endosomálním systému jsou z limitující membrány generovány 
intraluminální váčky (ILV), které nemají glykokalyx, obsahují vysoké množství bis(mono-
acylglycerol)fosfátu (BMP) a v lysosomu jsou společně s obsaženými membránovými 
proteiny a glykolipidy degradovány. V lumen lysosomu se kromě aktivátorů (např. saposinů) 
nachází cca 50 solubilních hydrolas (proteas, peptidas, fosfatas, nukleas, glykosidas, sulfatas, 
lipas aj.), které jsou aktivní při kyselém pH a jsou součástí mnohakrokových katabolických 
procesů. Za cílení těchto enzymů do lysosomu jsou zodpovědné hlavně modifikace manosa-6-
fosfátem, který je rozpoznáván receptory M6PR (CI-M6PR a CD-M6PR) v trans-Golgiho 
síti. Samotný lysosom ale tyto receptory postrádá, protože jsou z endosomů recyklovány zpět. 
Kromě toho existují i nezávislé cesty, např. β-glukocerebrosidasa využívá jako receptor 
protein LIMP2 (Reczek D. et al., 2007).  
V lysosomální membráně (LM) se nachází 140-300 proteinů, které se podílí na řadě procesů: 
acidifikaci lysosomu (zejména vATPasová H+ pumpa), fúzi a interakci s jinými buněčnými 
strukturami (Rab7 GTPasa a SNARE proteiny), řízení pozice v rámci buňky (komplex 
BORC, obr. 2) a transportu látek do/z lumen, kam kromě transportérů (např. ABCD4 pro 
kobalamin) spadá také řada iontových kanálů (např. ClC7, MCOLN1) a mebránový enzym 
HGSNAT. Proteiny LM obsahují v cytoplasmatické části motivy zodpovědné za cílení do 
lysosomu, tyrosinový a/nebo dileucinový motiv. Mezi nejhojnější proteiny LM patří kromě 
rodiny LAMP a LIMP proteinů také protein NPC1, který se společně s proteinem NPC2 
podílí na transportu cholesterolu ven z lysosomu.  
U mnoha dalších transportních dějů zatím nejsou určeny proteiny, které je zprostředkovávají 
(Chapel A. et al., 2013), a stále jsou nacházeny nové proteiny LM, popřípadě nové role 
známých proteinů. Např. v roce 2012 byl objeven lysin/argininový transporter LAAT-1, 
vzdálený homolog cystinosinu (CTNS), jehož aktivita vysvětluje, jak podávání cysteaminu 
pomáhá ulehčit projevům cystinosy (Liu B. et al., 2012). V roce 2015 byl identifikován 
hledaný lysosomální K+ kanál, protein TMEM175 (Cang C. et al., 2015). Zajímavým 
zjištěním byla také role proteinů NPC1 a LAMP1 coby receptorů pro viry Ebola a Lassa (Jae 
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L.T. a Brummelkamp T.R., 2015).  
Jak se funkce lysosomu liší u různých typů buněk nebo za různých podmínek, se ví relativně 
málo. Identifikace transkripčního faktoru EB (TFEB), hlavního regulátoru biogeneze 
lysosomu a autofagie, ale odhalila, jak se lysosom přizpůsobuje vlivům prostředí (viz obr. 3), 
např. nedostatku živin nebo akumulaci substrátů (Sardiello M. et al., 2009; Settembre C. et 







Obr. 2: Komplex BORC a jeho funkční studie. Schéma vlevo ukazuje, jak je komplex BORC (obsahující 
myrlysin, Myr) zapojen do interakce s kinesinem (kinesin-1), který zprostředkovává pohyb lysosomu směrem 
k (+) konci mikrotubulu. V buňkách, které neexprimují myrlysin (myrlysin KO) lze oproti kontrole (WT) 
pozorovat juxtanukleární pozici lysosomálního markeru Lamp1 (zeleně). Adaptováno z literatury (Pu J. et al., 
2015). Za normálních růstových podmínek jsou lysosomy většinou lokalizovány na periferii buňky, ale při 
hladovění dochází činností TRPML1 (MCOLN1), primárního lysosomálního Ca2+ kanálu, k rychlé redistribuci 
do blízkosti jádra, kde dochází k fúzi s autofagosomy (popsáno v Li X. et al., 2016).  
Obr. 3: Mechanismus signalizace z lyso-
somu do jádra. Za normálních podmínek 
je protein TFEB fosforylován komple-
xem mTORC1, klíčovým kontrolorem 
buněčného růstu, na povrchu lysosomu a 
zadržován v cytoplasmě. Při např. 
hladovění dochází (v přímé reakci na 
obsah aminokyselin v lysosomu) k inakti-
vaci  mTORC1 a uvolnění iontů Ca2+ 
z lysosomu činností MCOLN1. To vede 
k aktivaci kalcineurinu a defosforylaci 
TFEB, který je translokován do jádra a 
aktivuje transkripci genů lysosomální a 
autofagické dráhy. TFEB se váže na tzv. 
element CLEAR (coordinated lysosomal 
expression and regulation), který se 
nachází v promotorové oblasti ~500 
genů. Adaptováno z literatury (Ballabio 
A., 2016). 
1.1.1 Izolace lysosomů a lysosomálních membrán 
Studium proteomu organel je klíčové pro pochopení jejich funkce. Pro izolaci lysosomů a 
lysosomálních membrán (LM) byly použity různé techniky (Lübke T. et al., 2009; Schröder 
B.A. et al., 2010), které nejčastěji spočívají v subcelulární frakcionaci pomocí gradientové 
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a/nebo diferenciální centrifugace nebo využívají specifických vlastností lysosomálních 
proteinů (Sleat D.E. et al., 2007). Výsledné preparáty slouží ke studiu jednotlivých 
lysosomálních membránových proteinů (Meikle P.J. et al., 1995; Taute A. et al., 2002) nebo 
provedení proteomických studií (Schröder B. et al., 2007a,b; Bagshaw R.D. et al., 2005a, 
Callahan J.W. et al., 2009; Chapel A. et al., 2013). Avšak u této práce je často složité rozlišit 
mezi proteiny, které jsou lysosomu vlastní a které do něj byly transportovány k degradaci. 
Navíc není lehké získat čistý preparát lysosomů, které objemově tvoří zhruba 1 % buňky. 
Z těchto důvodů není identifikace, validace a funkční charakterizace lysosomálních proteinů 
u konce.  
Rozdělení lysosomů, mitochondrií a peroxisomů na denzitních gradientech má své limitace, 
protože rozmezí hustoty těchto organel jsou velmi podobná a překrývají se, obzvláště při 
využití sacharosy. U jiných typů médií jako je Percoll, Nycodenz nebo OptiPrep (iodixanol) 
se mohou rozmezí hustoty velmi lišit, např. v iodixanolovém a sacharosovém gradientu mají 
lysosomy nižší hustotu než mitochondrie, ale při použití Percollu je to (neznámo proč) 
naopak. Tato média jsou výrazně dražší než sacharosa, ale na rozdíl od sacharosy u nich lze 
pracovat v izoosmolárních podmínkách. Nevýhodou je, že Percoll je třeba z frakcí odstranit, 
protože tento koloidní roztok neumožňuje přímé spektrofotometrické měření, a Nycodenz 
netvoří při centrifugaci samovolně gradient. 
Separace lysosomů může být značně vylepšena pomocí technik, které ovlivňují hustotu 
organel. Podávání Tritonu WR1339 (tyloxapolu) nebo dextranu pokusným zvířatům 
(Leighton F. et al., 1968; Arai K. et al., 1991), inkubace kultivovaných buněk 
s progesteronem (Gasingirwa M.C. et al., 2008) nebo inkubace vzorku s 1-2 mM CaCl2,  
vedoucí k zvětšení objemu mitochondrií a snížení jejich hustoty (Arai K. et al., 1991; 
Kawashima A. et al., 1998), podstatně vylepšilo oddělení lysosomů od mitochondrií. Nicméně 
tyto procedury vedou ke vzniku organel s abnormálními vlastnostmi. 
Diettrich a kol. úspěšně obohatili frakci LM získanou z  gradientu Percollu pomocí 
imunoadsorpce na kuličky potažené protilátkou proti proteinu LAMP2 (Diettrich O. et al., 
1996). Stejná výzkumná skupina později přišla s metodou magnetické chromatografie 
(Diettrich O. et al., 1998), jejíž výhodou je, že nezávisí na morfologii a hustotě lysosomů, 
která může být u střádavých onemocnění pozměněna. Kultivované fibroblasty inkubovali se 
superparamagnetickými koloidními částicemi Fe/dextranu. Lysosomy obsahující endocyto-
vané částice následně zachytili na magnetické koloně a LM získali hypotonickou lyzí.  
Lyze lysosomů a separace LM pomocí centrifugace je další technikou, která byla využita pro 
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obohacení LM, přičemž pro lyzi může být využit hypoosmotický pufr (Ohsumi Y. et al., 
1983; Chapel A. et al., 2013) nebo metylestery určitých aminokyselin, které působí selektivně 
na lysosomy (Goldman R. a Kaplan A., 1973; Symons L.J. a Jonas A.J., 1987; Schröder B. et 
al., 2007a). Takovou látkou je například metylester methioninu (MME), který snadno 
prostupuje do lysosomu, kde dojde k jeho štěpení, akumulaci methioninu a osmotická 
nerovnováha následně vede k prasknutí lysosomu.  
Většina strukturálních a biochemických analýz lysosomu byla provedena na lysosomech 
izolovaných z krysích jater, popř. lidské placenty, u kterých lze získat vysoce purifikovaný 
vzorek. Izolace z biologického materiálu jiného typu vyžaduje úpravu standardních metod 
(Graham J.M., 2009), přičemž je obtížné dosáhnout srovnatelné čistoty a výtěžku. Proto 
existuje tak vysoké množství článků popisujících postupy izolace. Srovnáním proteinového 
složení lysosomů izolovaných z tkání nebo buněčných linií získaných od pacientů 
s lysosomálním střádavým onemocněním a kontrol lze identifikovat mutovaný gen/protein, 
který je příčinou daného onemocnění (Sleat D.E. et al., 2009). Většina vzácnějších proteinů 
byla avšak identifikována nepřímo pomocí genetického mapování (např. Hrebicek M. et al., 
2006; Siintola E. et al., 2007; Rutsch F. et al., 2009). 
1.1.2 Lysosomální střádavá onemocnění  
Dysfunkce lysosomů je spojena s řadou onemocnění, ale i s procesem stárnutí. Do určité míry 
může být střádání nedegradovaného materiálu v lysosomu, tzv. lipofuscinu, považováno za 
fyziologický jev a bylo popsáno hlavně v postmitotických tkáních (mozku, srdci) a játrech. 
Lipofuscin má žlutohnědé zbarvení, vykazuje autofluorescenci s excitací v oblasti 320-
480 nm a je obecně považován za indikátor stárnutí, protože se jeho množství s věkem 
zvyšuje (Schröder B.A. et al., 2010).  
Koncept lysosomálních střádavých onemocnění (LSD) byl vytvořen Henri G. Hersem, jenž 
objevil, že Pompeho choroba (glykogenosa typu II, OMIM #232300) je způsobena deficitem 
lysosomálního enzymu (Hers H.G., 1963). Lysosomální střádává onemocnění jsou 
heterogenní skupinou zhruba 60 onemocnění, které lze na základě složení a morfologie 
střádaného materiálu rozdělit na mukopolysacharidosy, glykoproteinosy, (sfingo)lipidosy, 
glykogenosy a neuronální ceroidní lipofuscinosy. Souhrnně se v České republice vyskytují 
s prevalencí 12,25 případů na 100 000 živě narozených (Poupetova H. et al., 2010).  
Obecně mohou být LSD způsobeny nedostatečnou enzymovou aktivitou v důsledku mutace 
enzymu nebo jeho aktivátoru, popřípadě poruchou v posttranslační modifikaci enzymů 
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(mukolipidosa typu II, polysulfatasový deficit) nebo poruchou funkce protektivních proteinů 
(galaktosialidosa). Další širokou kategorií jsou onemocnění způsobená deficitem proteinů, 
které nemají katalytickou (hydrolytickou) funkci, jako jsou např. transportery a jiné proteiny 
v lysosomální membráně, ale i uvnitř lysosomu. Do této kategorie spadá např. sialin 
(onemocnění Salla), cystin (cystinosa) a NPC1 a NPC2 (Niemann-Pickova choroba typu C).  
U syndromů Heřmanského-Pudláka, Griscelliho a Chediak-Higashiho dochází k rozsáhlejším 
změnám vezikulárního transportu a biogeneze lysosomů a příbuzných organel (LRO).  
Deficit jednotlivých lysosomálních proteinů může mít negativní dopad nejen na určitou 
metabolickou dráhu, ale i na základní funkce lysosomu (Platt F.M. et al., 2012; Segatori L. et 
al., 2014), např. na proces autofagie, při jehož porušení dochází k akumulaci dysfunkčních 
mitochondrií a jiných substrátů. Časté je také ovlivnění homeostázy iontů Ca2+. Střádavá 
onemocnění často postihují centrální nervovou soustavu, což vede k mentální retardaci, 
progresivní degeneraci a předčasné smrti pacienta. Dysfunkce lysosomů a autofagie je také 
jedním z molekulárních mechanismů u adultních neurodegenerativních onemocnění, jako je 
Huntingtonova, Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba (Lee J.H. et al., 2010), kde se 
navíc ukazuje, že heterozygotní mutace v genu kódujícím lysosomální protein může 
predisponovat k vývoji onemocnění (Settembre C. et al., 2013). 
Možnost korekce enzymového deficitu byla demonstrována již na konci 60. let (Fratantoni 
J.C. et al., 1968), kdy při společné kultivaci fibroblastů s různými defekty došlo k normalizaci 
fenotypu. Současné terapeutické strategie se zaměřují na enzymovou substituci, inhibici 
syntézy substrátu, využití molekulárních chaperonů, transplantaci kostní dřeně a genovou 
terapii za pomoci virových (i nevirových) vektorů (Wakabayashi T. et al., 2015). Velkou 
překážkou jsou vysoké náklady na preklinické a klinické studie a obtížnost překročení 
hematoencefalické bariéry, což se s různým úspěchem daří obejít intratekálním podáváním 
daného enzymu (Muenzer J. et al., 2016). V poslední době vzbudila pozornost také možnost 
nahradit při buněčné terapii hematopoetické buňky autologními indukovanými 
pluripotentními kmenovými buňkami (iPSC). Tyto buňky nebo jejich diferencované formy by 
mohly být selektovány na základě poměru inaktivace chromosomu X a využity pro léčbu u 
žen heterozygotních pro X-vázaná onemocnění, od kterých byly získány (Bhatnagar S. et al., 
2014), a to bez využití genové manipulace. 
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1.2 Inaktivace chromosomu X 
U živočichů se vyvinuly různé komplexní mechanismy regulace genové dávky, které 
kompenzují rozdíl v počtu chromosomů X mezi pohlavími (Disteche C.M., 2012) a vedou 
k velké variabilitě exprese lišící se jak mezi živočišnými druhy, tak mezi jedinci různého i 
stejného pohlaví, mezi různými vývojovými fázemi organismu, tkáněmi i buněčnými typy. 
U placentálních savců je kompenzace dávky X-vázaných genů zprostředkovaná inaktivací 
jednoho z chromosomů X (X-inaktivací, XCI) v samičích buňkách, což má výrazný dopad na 
projevy X-vázaných onemocnění. Metabolická onemocnění způsobená mutacemi v genech 
lokalizovaných na chromosomu X se zásadně odlišující od autosomálních onemocnění nejen 
dědičností, ale i buněčnou a tkáňovou biologií. 
1.2.1 Inaktivní chromosom X a jeho typické vlastnosti 
Pohlavní chromosomy se v průběhu evoluce vyvinuly z páru identických autosomů 
v podstatně odlišné chromosomy. Zatímco lidský chromosom X má délku 156 Mbp a nese 
zhruba 2000 genů, u chromosomu Y došlo během posledních ≥165 milionů let k výrazné 
degeneraci (Veyrunes F. et al., 2008). Ta byla způsobena potlačením rekombinace, která 
zabránila přenosu faktoru (SRY) determinujícího pohlaví (Bachtrog D., 2013). Meiotická 
rekombinace mezi chromosomy X a Y je limitovaná na krátké pseudoautosomální oblasti 
(PAR1 a PAR2) v terminálních částech chromosomů. Mimo tyto oblasti zůstal zachován 
pouze omezený počet funkčních X-Y párů, tzv. gametologů (Ross M.T. et al., 2005). 
Již v roce 1949 pozoroval Murray Barr silně heterochromatické tělísko, tzv. Barrovo tělísko, 
které se nalézalo v samičích somatických buňkách v interfázi na periferii jádra (Barr M.L. a 
Bertram E.G., 1949). To, že se opravdu jedná o inaktivní chromosom X, potvrdila svými 
pokusy Mary F. Lyon v roce 1961 (Lyon M.F., 1961). Kompenzace dávky X-vázaných genů 
je dosaženo inaktivací transkripce jednoho z chromosomů X v samičích buňkách a zároveň 
zvýšením exprese (upregulací) X-vázaných genů u aktivního chromosomu X (Xa) (Ohno S., 
1967). Byly popsány dva hlavní mechanismy upregulace, které zahrnují vyšší poměr 
acetylace H4K16 a histonové varianty H2A.Z v promotorových oblastech X-vázaných genů a 
zvýšenou stabilitu RNA (Deng X. et al., 2013). V souladu s tím byl na 5´ konci X-vázaných 
genů nalezen také vyšší poměr iniciační formy RNA polymerasy II (PolII-S5p) (Deng X. et 
al., 2011). Nicméně, platnost tzv. Ohnovy hypotézy o upregulaci je stále velmi diskutovaná 
(Veitia R. et al., 2015). 
Inaktivní chromosom X (Xi) je tvořen vysoce kondenzovaným fakultativním 
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heterochromatinem, replikuje se v pozdní S-fázi buněčného cyklu (Hansen R.S. et al., 1996) a 
nachází se v oblasti chudé na transkripty hnRNA, tzv. Cot-1 hole (Clemson C.M. et al., 2006). 
Pro Xi je typická přítomnost mnoha epigenetických regulačních znaků, jako jsou modifikace 
histonů H3K27me3, H3K9me2, H2AK119ub a inkorporace histonové varianty macroH2A. 
Zároveň dochází k hypoacetylaci histonů a ztrátě modifikace H3K4me3. Dále je u Xi 
přítomná vysoká úroveň metylace CpG ostrůvků (oblastí bohatých na CpG dinukleotidy) 
v promotorových oblastech genů podléhajících inaktivaci a naopak ve srovnání s aktivním 
chromosomem nižší metylace DNA v intergenových a intragenových oblastech (viz obr. 4) 
(Cotton A.M. et al., 2015; Hellman A. a Chess A., 2007; Weber M. et al., 2005). Za 
modifikace Xi jsou mimo jiné zodpovědné Polycomb represivní komplexy (PRC1 a PRC2), 






Obr. 4: Přehledný souhrn metylace DNA u Xa a Xi v leukocytech periferní krve (PB). Procenta udávají 
průměrné hodnoty metylace DNA všech CpG dinukleotidů zařazených do dané kategorie. Přítomnost CpG je 
graficky reprezentována oválnými značkami, které ale neodrážejí skutečnou hustotu CpG. Adaptováno 
z literatury (Cotton A.M. et al., 2015). 
Obr. 5: Lokalizace Xist RNA (Cy3, 
červeně) v jádrech myších fibroblastů 
(DAPI, modře) koresponduje s typickou 







Inaktivní chromosom X je pokryt dlouhou nekódující RNA XIST/Xist (obr. 5), která je 
exprimovaná výlučně z Xi (Brown C.J. et al., 1991; Clemson C.M. et al., 1996). XIST/Xist 
RNA má charakteristiky mRNA (je sestřihovaná a polyadenylovaná), ale uniká jadernému 
exportu do cytoplasmy a zůstává v jádře. Je kódovaná genem ležícím v oblasti XIC/Xic (X-
inactivation center) obsahující další geny regulující inaktivaci (přehledně v Galupa R. a Heard 
E., 2015). U člověka má XIST RNA délku 19,3 kb a s myší Xist RNA o délce 17,9 kb sdílí 
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několik krátkých úseků vysoké homologie (označovaných A až F). Oblast repetitivního 
elementu A na 5´ konci je evolučně konzervovaná a nepostradatelná pro umlčení transkripce. 
Zároveň je postačující pro umlčení transkripce reportérového genu (Minks J. et al., 2013). 
Inaktivace chromosomu X je reverzibilní, k reaktivaci dochází v samičích zárodečných 
buňkách, kde také dochází ke ztrátě epigenetických znaků typických pro heterochromatin a ke 
ztrátě XIST RNA. 
1.2.2 Ustanovení inaktivace chromosomu X 
K iniciaci inaktivace chromosomu X dochází v raném embryonálním vývoji a umlčení 
exprese je u myši kompletní zhruba ve stádiu E6.5, u člověka později. Výběr budoucího Xi je 
náhodný. Ačkoli není jasné, jak fáze výběru probíhá, na základě pokusů s XX-XY 
heterokaryony bylo demonstrováno, že nevyžaduje homologní párování Xic (Barakat T.S. et 
al., 2014), což odporuje dřívějším představám (Xu N. et al., 2006; Bacher C.P. et al., 2006). 
Avšak existuje mechanismus, který zjišťuje počet chromosomů X ve vztahu k autosomům. 
Tím se vysvětluje proč jedinci s nadbytečným počtem (např. u karyotypu 46,XXX nebo 
46,XXY) mají aktivní pouze jeden chromosom X, zatímco u triploidních jedinců je tento 
počet proměnlivý (Yang C. et al., 2011). V literatuře jsou přehledně popsány různé modely 
vedoucí k monoalelické expresi Xist RNA a iniciaci náhodné X-inaktivace, přičemž tyto 
modely se navzájem nemusí vylučovat (Augui S. et al., 2011).  
V období ustanovení inaktivace je přítomno pouze omezené množství buněk, což vede 
k nerovnoměrné distribuci buněk, které mají aktivní paternální (Xp) nebo maternální (Xm) 
chromosom X. U myší existuje v preimplantačním stadiu také tzv. imprintovaná X-inaktivace, 
kdy dochází výlučně k umlčení Xp, ale u vnitřní buněčné masy dochází k reaktivaci a 
následně náhodné inaktivaci (obr. 6). Paternální chromosom X zůstává u myších extraembry-
onálních tkání inaktivní, avšak u člověka a např. králíka nebo koně nebyla imprintovaná X-
inaktivace nalezena (Okamoto I. et al., 2011; Wang X. et al., 2012). Ustanovení imprintované 
i náhodné X-inaktivace je iniciováno šířením Xist RNA in cis (Avner P. a Heard E., 2001), po 
kterém následuje exkluze RNA polymerasy II, modifikace histonů a jiné změny následované 
na závěr nejstabilnější metylací DNA v promotorových oblastech genů. Tato soustava 
epigenetických znaků synergicky udržuje inaktivovaný stav chromosomu (Chang S.C. et al., 
2006; Csankovszki G. et al., 2001). Inaktivace chromosomu X vyžaduje zásadní reorganizaci 
chromatinu, dochází ke globální ztrátě lokálních struktur a vytvoření dvou velkých domén, 












Obr. 6: Průběh ustanovení X-inaktivace u myšího embrya. Pod časovou osou jsou znázorněny postupné změny, 
ke kterým dochází u chromosomu X během tohoto procesu. Adaptováno z literatury (Tollefsbol T., 2011). 
V roce 2013 Engreitz a kol. vysvětlili, jak se Xist RNA šíří do distálních oblastí chromosomu 
X (Engreitz J.M. et al., 2013). Pro izolaci Xist RNA a asociované DNA použili novou metodu  
purifikace využívající antisense RNA (RAP). Takto identifikovali místa, kam se po indukci 
váže Xist RNA a zjistili, že nevyužívá sekvenční podobnost, ale oblasti, které jsou v prostoru 
blízko nově transkribované Xist RNA. Tyto oblasti nejsou bohaté na LINE1 elementy, které 
by měly hrát roli při šíření XCI (Lyon M.F., 1998), ale spíše se jedná o aktivní oblasti bohaté 
na geny, ze kterých se Xist RNA dále šíří do oblastí chudých na geny, obsahující i tyto 
repetitivní elementy (Simon M.D. et al., 2013). Xist RNA interaguje s chromatinem díky 
matrixovému proteinu hnRNPU (SAF-A) (Hasegawa Y. et al., 2010) a indukuje další 
represivní chromatinové modifikace a sbalení chromatinu vazbou proteinů (da Rocha S.T. et 
al., 2014), přičemž funguje jako lešení pro jejich organizaci (viz obr. 7).  
Obr. 7: Model umlčení transkripce zprostředkovaného Xist RNA. Na protein hnRNPU (SAF-A) se váže Xist 
RNA fungující jako lešení, na které se vážou další proteiny indukující represivní modifikace chromatinu a jeho 
sbalení. Vazba PRC2 je nepřímá, zprostředkovaná jinými proteiny nebo modifikacemi chromatinu. Adaptováno 
z literatury (McHugh C.A. et al., 2015). 
Proteiny přímo interagující s Xist RNA byly identifikovány pomocí hmotnostní spektrometrie 
po purifikaci komplexů RNA-protein ve dvou nedávných pracích (Chu C. et al., 2015; 
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McHugh C.A. et al., 2015), jež např. shodně objevily interakci s proteinem Spen/SHARP, 
který váže a aktivuje HDAC3. V rozporu s předchozí publikací (Zhao J. et al., 2008) nebyla 
potvrzena přímá interakce komponent komplexu PRC2 a Xist RNA. Dále bylo zjištěno, že 
během imprintované a náhodné inaktivace se na Xist RNA váže identická skupina proteinů, 
což podporuje představu, že tyto dvě formy inaktivace se liší pouze mechanismem výběru 
chromosomu X (Chu C. et al., 2015). Nedávno byla uvedena hypotéza, že při imprintované 
XCI hraje roli maternální imprint bránící inaktivaci Xm, kterým by mohla být modifikace 
H3K9me3 v protomotorové oblasti Xist (Fukuda A. et al., 2014). 
Další práce (Vallot C. et al., 2013) identifikovala dlouhou nekódující RNA XACT, která je 
specificky exprimovaná u lidských pluripotentních kmenových (hPS) buněk, ale není 
přítomná u myši. XACT RNA pokrývá aktivní chromosom X a její exprese je spjata 
s počátkem reaktivace chromosomu X (Vallot C. et al., 2015). Je možné, že specificky pro 
člověka zprostředkovává mechanismus, kterým je v buňkách zabráněno inaktivaci obou 
chromosomů X. U myši tuto negativní regulaci zastává Tsix RNA (Lee J.T. a Lu N., 1999). 
Lidská TSIX RNA má významně nižší komplementaritu ke XIST, než myší Tsix ku Xist, takže 
její funkce coby antisense represoru byla často zpochybňována.  
Ačkoli jsme se za 55 let od objevení X-inaktivace naučili hodně o tomto fenoménu, který je 
pokládán za paradigma epigenetické regulace (Lee J.T., 2011), dodnes jsou nalézány nové 
faktory a nové mechanismy. Na tomto místě je třeba zdůraznit, že velká část informací 
pochází z experimentů s myšími buňkami, které se v oblasti X-inaktivace významně liší, ať už 
v množství unikajících genů, existenci imprintované X-inaktivace nebo úloze Tsix RNA. 
S objevem indukovaných pluripotentních kmenových buněk (iPSC) v roce 2006 (Takahashi 
K. a Yamanaka S., 2006) se otevřelo nové pole pro charakterizaci chromosomu X a XCI, 
protože umožňuje zkoumat změny, které probíhají během vývoje, reprogramování a 
pluripotence u lidských buněk bez etických problémů. Dosavadní znalosti o vlivu 
pluripotenčních faktorů na regulaci XCI a reaktivaci jsou přehledně popsány v literatuře 
(Galupa R. a Heard E., 2015). 
1.2.3 Geny unikající inaktivaci chromosomu X 
Inaktivace chromosomu X zajišťuje v rámci buňky monoalelickou expresi genů. Některé geny 
ale mohou do různé míry unikat inaktivaci a být exprimovány i u Xi. Unikající geny se často 
nacházejí v klastrech a u člověka jsou koncentrovány především na krátkém raménku v XAR 
(X added region), evolučně mladší části chromosomu X. Některé z nich jsou součástí tzv. X-
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Y párů, tzn. že mají na chromosomu Y svůj paralog, který má stejnou funkci nebo u něj došlo 
k vývoji specifické funkce, často související s vývojem varlat. Většina unikajících genů ale 
buď nemá paralog, nebo se vyvinul v pseudogen, což vede k celkově vyšší expresi u žen. Ve 
srovnání s Xa je ale míra exprese u Xi nižší a pohybuje se v širokém rozmezí do ~70 % Xa 
(gen P2RY8 v PAR1), což ukazuje, že ani geny v pseudoautosomálních oblastech nejsou 
schopny dosáhnout stejné exprese (Cotton A.M. et al., 2013). To může být způsobeno 
blízkostí inaktivního chromatinu nebo selektivní upregulací alely na Xa (Heard E. a Disteche 
C.M., 2006). 
Při ustanovení X-inaktivace jsou oblasti s unikajícímy geny schopné vytvořit smyčku a přitom 
neporušit šíření Xist RNA (Engreitz J.M. et al., 2013). Nadále pak postrádají přítomnost Xist 
RNA a represivních chromatinových modifikací. Další analýzy chromatinu také naznačují, že 
spolu domény s unikajícími geny mohou interagovat (Splinter E. et al., 2011) a jsou chráněny 
izolátorovými elementy, na které se váže protein CTCF (Filippova G.N. et al., 2005). Oblasti 
s klastry unikajících genů se shodují s topologicky asociovanými doménami (TAD) (Marks 
H. et al., 2015; Giorgetti L. et al., 2016). 
Ve srovnání s myší, kde inaktivaci uniká 3-6 % genů (Yang F. et al., 2010; Wu H. et al., 
2015), se u člověka nachází výrazně vyšší množství genů odolávajících inaktivaci. Zhruba 
15 % genů je konzistentně exprimováno jak z Xa, tak z Xi, a dalších ~10 % genů pak uniká 
inaktivaci variabilně (Carrel L. a Willard H. F., 2005). Identifikace unikajících genů byla 
v tomto případě provedena s využitím hybridních buněčných linií, ve kterých je možné 
oddělit Xi od Xa a následně zkoumat expresi u Xi. Seznam takto nalezených unikajících genů 
byl potvrzen nebo rozšířen analýzou alelicky specifické exprese. U lymfoblastoidních 
buněčných linií bylo zjištěno, že inaktivaci uniká 13 % genů a velká část genů (~29 %) uniká 
inaktivaci jen u určité skupiny žen, a to s velmi širokým rozmezím exprese (Cotton A.M. et 
al., 2013), což je další faktor přispívající k fenotypovým rozdílům (Peeters S.B. et al., 2014). 
Jak bylo zjištěno na základě analýzy metylace DNA u jednovaječných dvojčat, v tomto 
variabilnímu úniku hraje roli genetická komponenta (Cotton A.M. et al., 2015).  
Pro odhalení unikajících genů se také používá nepřímý přístup hodnocení epigenetických 
modifikací v dané oblasti. Takto byly identifikovány unikající geny na základě významně 
vyšší úrovně intragenové nonCpG metylace (Lister R. et al., 2013) a chybějící metylace 
v CpG ostrůvcích v promotorových oblastech (Cotton A.M. et al., 2011; Sharp A.J. et al., 
2011). Další úroveň variability úniku byla pozorovaná u různých typů tkání. Napříč 27 typy 
tkání byl konzistentní stav metylace pozorován u 71 % genů, z nichž 9 % uniká a 62 % je 
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stabilně inaktivováno (Cotton A.M. et al., 2015). Možným nedostatkem těchto analýz je, že 
nerozlišují 5-metylcytosin a 5-hydroxymetylcytosin, který je významně obohacen např. 
v mozku (Jin S.G. et al., 2011) a je známkou probíhající aktivní demetylace závislé na 
enzymu Tet2. Exprese u Xi se může měnit v čase, některé geny se mohou totiž během vývoje 
a stárnutí organismu reaktivovat (Berletch J.B. et al., 2011). 
Abnormální fenotyp u jedinců s aneuploidií pohlavních chromosomů (např. 45,X0; 47,XXY; 
47,XXX) je zčásti způsoben právě abnormální hladinou exprese unikajících genů (Prothero 
K.E. et al., 2009). U žen s Turnerovým syndromem dochází k dysgenezi vaječníků a řadě 
fyzických abnormalit. Malá postava se dává do souvislosti s haploinsuficiencí genu SHOX 
v PAR, který kóduje transkripční faktor, a vysoká úmrtnost (> 90 %) embryí s karyotypem 
45,X0 in utero souvisí s nižší expresí genů důležitých pro vývoj placenty (Berletch J.B. et al., 
2011). V kontrastu s tím myši s karyotypem 45,X0 mají zřejmě normální fenotyp. 
1.2.4 Zešikmení inaktivace chromosomu X 
Po ustanovení inaktivace přechází Xi do tzv. udržovací fáze, ve které je stejný chromosom X 
stabilně propagován jako inaktivní při následném dělení buňky po zbytek života daného 
jednotlivce. Umlčený stav Xi je udržován díky epigenetické regulaci. Na základě toho jsou 
ženy mozaikou dvou buněčných populací s aktivním paternálním nebo maternálním 
chromosomem X (Migeon B.R., 2014). Poměr těchto dvou populací je většinou vyvážený, ale 
u některých žen se může výrazně odlišovat od průměrného poměru 50:50 a tomuto jevu se 
v angličtině říká „X-inactivation skewing“. V češtině není ustálený překlad tohoto termínu a 
v této práci bude dále používán termín „zešikmení“ X-inaktivace. Informace v literatuře se při 
řešení, co je významná odchylka od průměrného poměru XCI, velmi liší. Hranice je umělá a v 
závislosti na uvážení autorů se může pohybovat v širokém rozmezí od 70:30 do 90:10 
(Migeon B.R., 2014).  
Ke vzniku výrazného zešikmení mohou přispívat různé faktory. Vrozené zešikmení XCI bylo 
pozorováno u hybridních myší, u nichž byl výběr chromosomu X ovlivněn alelami Xce (X-
controlling element), oblasti překrývající se s Xic (Clerc P. a Avner P., 2006). K extrémnímu 
zešikmení může vést také mutace v promotoru genu XIST (Plenge R.M. et al., 1997). 
Nicméně, genetické odlišnosti, které ovlivňují průběh inaktivace a tudíž poměr XCI, jsou 
velmi vzácné. Zešikmení XCI obecně není dědičné a stochastické odchylky jsou častější 
příčinou primárního zešikmení (Bolduc V. et al., 2008).  
Kromě něj existuje i tzv. sekundární zešikmení, ke kterému dochází v průběhu života jedince 
21 
 
(i prenatálně) a je způsobeno mutacemi v genech, které ovlivňují kondici a rychlost 
proliferace buněk (Minks J. et al., 2008). Vysoký poměr XCI se typicky vyskytuje například 
u žen s balancovanou translokací mezi chromosomem X a autosomem, kde dochází k selekci 
buněk s inaktivovaným normálním chromosomem X.   
V rámci projektu, ve kterém byl analyzován poměr XCI u DNA získané z periferní nebo 
pupečníkové krve u 1005 zdravých žen (Amos-Landgraf J.M. et al., 2006), bylo zjištěno, že 
se výrazné zešikmení XCI (>80:20) nachází u 4,9 % novorozenců a 14,2 % dospělých žen 
(viz obr. 8).  
Obr. 8: Distribuce poměru XCI u novorozenců a zdravých dospělých žen má podobu Gaussovy křivky se 
středem v hodnotě zhruba 50:50. Pro měření byla použita metoda HUMARA (Allen R.C. et al., 1992) a poměr je 
vyjádřen jako poměr kratší a delší alely. Adaptováno z literatury (Amos-Landgraf J.M. et al., 2006).  
Tento výsledek je v souladu s předchozími studiemi (Busque L. et al., 1996; Sharp A. et al., 
2000; Hatakeyama C. et al., 2004; Busque L. et al., 2009) a může odrážet náhodné fluktuace 
v populaci hematopoetických buněk během času a pokles v počtu progenitorových buněk. 
Druhou možností je, že dochází k selekci buněk. S věkem spojené zešikmení může být 
indikátorem klonální expanze v kostní dřeni i u zdravých žen (Busque L. et al., 2012). 
Progresivní zešikmení XCI nemusí být lineární (Sandovici I. et al., 2004) a udává se jako 
jedna z možných příčin častějších autoimunitních onemocnění u žen (Invernizzi P. et al., 
2008; Libert C. et al., 2010), přičemž negativní účinek spočívá v úniku před tolerizací 
nebo odhalení efektu mutací. K tomuto jevu může docházet také např. u sideroblastické 
anémie nebo deficitu glukosa-6-fosfátdehydrogenasy (G6PD). Mossner a kol. (Mossner M. et 
al., 2013) uvedli hypotézu, podle které progresivní zešikmení XCI u hematopoetických buněk 
předchází vývoji hematologických onemocnění s vysokou incidencí v pozdním věku, jako je 
myelodysplastický syndrom. Asociace mezi dlouhověkostí a úrovní zešikmení je sporná 
(Gentilini D. et al., 2012; Mengel-From J. et al., 2012). 
U zdravých žen nemusí mít poměr XCI žádný klinický význam, ale vysoké zešikmení může 
být ukazatelem přítomnosti heterozygotní mutace na chromosomu X. Amos-Landgraf a kol. 
konstatovali, že obzvlášť u novorozenců je vysoké zešikmení (≥ 90:10) tak málo 
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pravděpodobné, že si zasluhuje podrobnější zkoumání (Amos-Landgraf J.M. et al., 2006). 
1.2.5 Poměr XCI a mosaicismus v různých tkáních  
Po ustanovení náhodné inaktivace dochází k vývoji tkání, které pocházejí z různého počtu 
progenitorových buněk, což vede ke vzniku různých vzorů mosaicismu. Tento proces může 
vést k velmi výrazným rozdílům v distribuci, jak bylo např. demonstrováno u pravé a levé 
hemisféry myšího mozku (Wu H. et al., 2015). Mosaicismus exprese pak může mít významný 
dopad na fenotyp.   
Poměr inaktivace chromosomu X se nejčastěji díky snadné dostupnosti měří u DNA 
izolované z bílých krvinek. U onemocnění ovlivňujících hematopoesu je analýza krevních 
buněk relevantní. U studií ostatních onemocnění se často bona fide předpokládá, že poměr 
XCI stanovený v krvi zhruba odpovídá i ostatním tkáním, které jsou pro porozumění 
patologie onemocnění důležitější, ale nejsou pro výzkum dostupné. Existuje pouze omezený 
počet studií, které ukazují nakolik poměry XCI v různých tkáních korelují. Průměrná 
směrodatná odchylka poměrů XCI napříč tkáněmi různých osob se pohybuje v rozmezí 7,2 % 
až 10,7 % (Pegoraro E. et al., 2003; Bittel D.C. et al., 2008; Minks J., 2007). U buněk s vyšší 
mitotickou aktivitou může být v důsledku i velmi mírných selekčních tlaků nalezeno vyšší 
zešikmení než u buněk s nižší aktivitou. Z tohoto důvodu by poměry XCI měly být 
stanovovány v nekultivovaných buňkách (Orstavik K.H., 2009). Za určitých speciálních 
podmínek se v krvi (resp. u specifické buněčné linie) může vyskytovat extrémní zešikmení, 
které ale není přítomné v ostatních tkáních a souvisí se selekcí buněk, např. u žen 
heterozygotních pro Brutonovu agamaglobulinémii (gen BTK), X-vázaný těžký kombinovaný 
imunodeficit (gen IL2RG) nebo Fanconiho anémii typu B (gen FANCB) (Meetei A.R. et al., 
2004; Holden S.T. et al., 2006; Puck J.M. et al., 1992).  
Pokud je to možné, je vhodné analýzy XCI v krvi doplňovat i o výsledky u jiných snadno 
dostupných tkání, např. močových buněk, vlasových cibulek nebo bukálních stěrů. U poměru 
XCI stanoveného v bukálních stěrech bylo demonstrováno, že je spolehlivým ukazatelem 
poměru ve špatně dostupných tkání (De Hoon B. et al., 2015). 
Mosaicismus XCI je přímo pozorovatelný jako důsledek mutací jen u omezeného počtu genů. 
U onemocnění incontinentia pigmenti, které je způsobeno mutacemi v genu pro NF-κB 
esenciální modulátor (NEMO/IKBKG), vznikají v souvislosti s mosaicismem XCI na kůži 
charakteristické vírovité struktury hyperpigmentace, které sledují tzv. Blashkovy linie. 
Podobně mutace v genu pro ektodysplasin A (EDA) vedou ke vzniku oblastí bez potních žláz 
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(Sun B.K. a Tsao H., 2008; Lexner M.O. et al., 2008). 
Velikost jednotlivých okrsků s aktivním Xm/Xp je dle předpokladu u většiny tkání menší než 
1 mm3, ale v současné době neexistuje univerzální technika, která by umožnila měřit velikost 
těchto oblastí v tkáních zdravých žen. De Hoon a kol. demonstrovali na základě měření 
poměru XCI metylačními metodami, že vzorek jater, svalu, mozku nebo vaječníku o velikosti 
1 mm3 je dostatečný pro měření XCI a výsledek není zkreslen velikostí okrsků mosaiky (De 
Hoon B. et al., 2015). Ve speciálních případech byly u žen heterozygotních pro X-vázaná 
onemocnění využity histochemické techniky, které zviditelnily velikost okrsků u vybraných 
tkání, jako jsou játra (Ricciuti F.C. et al., 1976), mozek (Willemsen R. et al., 2002), tlusté 
střevo a prsní tkáň (Novelli M. et al., 2003) aj. V kontrastu s předchozími výsledky bylo 
odhadnuto, že by se u štítné žlázy zdravých žen měly nacházet markantně větší okrsky 
o velikosti 48-128 mm2 (Jovanovic L. et al., 2003) a u urotelu močového měchýře o velikosti 
120 mm2 (Tsai Y.C. et al., 1995). Velikost okrsků je tudíž další úrovní variability XCI u žen.  
Příspěvek mosaicismu XCI k rozmanitosti klinické prezentace X-vázaných onemocnění je 
nejčastěji studován na myším modelu (Shiojiri N. et al., 1997; Douvaras P. et al., 2012; 
Sikora J. et al., 2016).  
Získání nových informací o X-inaktivaci, které se v poslední době objevily, bylo umožněno 
vznikem celé řady nových metod (Engreitz JM et al., 2013; Chu C. et al., 2015; McHugh C.A. 
et al., 2015). Nicméně, nedávný článek popsal velmi jednoduchou, ale elegantní techniku, 
která pomáhá studovat mosaicismus XCI v různých typech tkání s rozlišením jednotlivých 
buněk. Wu a kol. (Wu H. et al., 2014) vyvinuli myší linie, u kterých jsou Cre-indukovatelné 
fluorescenční reportéry (GFP a tdTomato) integrovány do oblasti Hprt1, která podléhá 
inaktivaci chromosomu X. Díky tomuto systému bylo možné vytvořit tzv. mapy X-inaktivace, 
protože každá buňka (resp. její jádro) emitovala zelené nebo červené světlo v závislosti na 
tom, který z chromosomů X byl aktivní. Při použití různých Cre driverů bylo navíc možné 
selektivně pozorovat určité typy tkání bez rušení okolními vlivy (gen Cre byl umístěn za 
tkánově specifickým promotorem). Autoři provedli kvantitativní analýzu mosaicismu XCI 
u čípků sítnice a u vláskových buněk Cortiho orgánů, přičemž často pozorovali 
nehomogenitu, jak v rámci jednoho orgánu, tak mezi levým a pravým orgánem (viz obr. 9).  
Také pozorovali efekt mosaicismu XCI u myšího modelu Norrieho choroby (mutace v genu 
Ndp). U heterozygotních žen s touto chorobou existuje velmi variabilní manifestace a autoři 
zjistili, že u heterozygotních myší oblasti s Xa nesoucím alelu Ndp+ přesně doplňují oblasti, 
kde dochází k defektu v cévním zásobení sítnice. Norrin (sekretovaný regulační protein) tudíž 
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difunduje velice omezeně a nedochází ke kompenzaci v oblastech s Xa nesoucím alelu Ndp-. 
Korelace mosaicismu XCI s defekty na úrovni buněk takto pomáhá odhalit faktory ovlivňující 
klinický fenotyp. 
Obr. 9: Ukázka variace mosaicismu XCI v různých tkáních. (A) Levá a pravá sítnice získaná od jedné dospělé 
myši (stádium P30). (B) Příčný řez jazykem myši (stádium P3). Měřítko: 500 µm. Adaptováno z literatury (Wu 
H. et al., 2014). 
Obr. 10: Transport lysosomálních enzymů a 
kooperace buněk. Nascentní enzym je v ER 
glykosylován (zelená kolečka), v Golgiho 
aparátu pak získává modifikaci manosa-6-
fosfátem (červená kolečka) a váže se na M6PR 
receptor. Většina enzymu je transportována do 
lysosomu (tlustá šipka) a malá část (~10 %) je 
sekretována ven z buňky (tenká šipka). 
Extracelulární fosforylovaný nebo nefosforylo-
vaný enzym se může vázat na plazmatické 
membráně na M6PR nebo u retikuloendotelo-
vého systému na manosový receptor (ManR). 
Oba receptory zprostředkovávají endocytosu a 
transport exogenních enzymů do lysosomu. 
Touto cestou se může enzym dostat do 
deficitních buněk. Adaptováno z literatury 
(Sands M.S. a Davidson B.L, 2006). 
Vlastnosti genových produktů jsou různé, může se jednat o autonomní nebo sekretované 
proteiny, které jsou buňky do různé míry schopné sdílet. Fuller a kol. (Fuller M. et al., 2015) 
vytvořili smícháním fibroblastů získaných od hemizygotů a kontrol v poměru 1:1 umělý 
buněčný model Fabryho choroby a MPS II v heterozygotním stavu a u těchto systémů 
zkoumali vlastnosti GLA a I2S, lysosomálních solubilních enzymů, které jsou transportovány 
do lysosomu přes M6PR receptory a mohou pro vstup do buňky využívat receptory 
zprostředkovanou endocytózu (viz obr. 10). Enzym I2S měl v kontrolních buňkách 
srovnatelnou koncentraci s GLA, ale v médiu se nacházel v 10x vyšším množství než GLA. 
Zatímco u MPS II heterozygotního systému bylo střádání srovnatelné s kontrolou, malé 
množství sekretovaného enzymu GLA nebylo schopno redukovat střádání v deficitních 
fibroblastech. Tento efekt (slabé nebo silné metabolické kooperace) je jedním z vysvětlení 
rozdílů mezi X-vázanými nemocemi a osvětluje, proč u MPS II jsou asymptomatické 
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heterozygotní ženy normou, zatímco u Fabryho choroby spíše výjimkou. 
Na základě svých výsledků a zkušeností Wu a kol. (Wu H. et al., 2014) shrnuli, že mosaika 
XCI je ovlivněna počtem zakládajích buněk a migrací buněk během vývoje. Mosaicismus 
XCI může generovat funkční diverzitu, která je náhodná a specifická pro každého jednotlivce. 
U tkání a orgánů jakou jsou játra, ledviny a plíce, u nichž velká část buněk vykonává stejnou 
funkci, nemusí hrát nehomogenita roli, spíše je důležitý celkový poměr Xa(mut):Xa(WT), 
tedy hranice, za kterou dochází k dysfunkci. Tato hranice je závislá na onemocnění a typu 
tkáně. U tkání jako je Cortiho orgán, nebo sítnice hraje topografie XCI mnohem větší roli. 
Klinická pozorování jsou s touto myšlenkou v souladu, např. ženy s X-vázaným 
onemocněním retinitis pigmentosa trpí variabilně ztrátou zraku (Grover S. et al., 2000). 
1.2.6 X-vázaná onemocnění  
Hemizygozita týkající se téměř všech X-vázaných genů vede u mužů k expozici fenotypu a 
charakteristickému vzorci dědičnosti, který usnadnil odhalení velkého množství onemocnění 
asociovaných s chromosomem X. X-vázaná onemocnění byla tradičně klasifikována jako 
recesivní nebo dominantní, nicméně u velké části onemocnění je penetrance u žen velmi 
variabilní, proto bylo navrženo od tohoto dichotomického rozdělení upustit (Dobyns W.B. et 
al., 2004). Také existuje podskupina X-vázaných dominantních onemocnění (zahrnující např. 
Rettův syndrom a incontinentia pigmenti) charakterizovaná letalitou nebo sníženou viabilitou 
u hemizygotů (Franco B. a Ballabio A., 2006;  Morleo M. a Franco B., 2008). 
U žen je manifestace mutací v X-vázaných genech velmi různorodá a souvisí se zešikmením 
XCI a únikem z XCI (Migeon B.R., 2014). Dalšími faktory, které zvyšují diverzitu fenotypu, 
jsou s věkem spojená reaktivace chromosomu X pozorovaná u neurologických poruch a 
rakoviny (Spatz A. et al., 2004; Deng X. et al., 2014) a distribuce mosaicismu XCI v tkáních 
(Wu H. et al., 2014). Jedním z příkladů vyšší variability u žen jsou např. větší rozdíly 
v sociální interakci a verbálních schopnostech u jednovaječných dvojčat ženského pohlaví 
oproti mužskému pohlaví (Loat C.S. et al., 2004), ale také rozdíly v expresi X-vázaných 
onemocnění mezi jednovaječnými dvojčaty (Richards C.S. et al., 1990; Redonnet-Vernhet I. 
et al., 1996; Valleix S. et al., 2002; Bennett C.M. et al., 2008; De Gregorio L. et al., 2005). 
Kromě genů důležitých pro reprodukci je savčí chromosom X bohatý na geny související 
s neurologickou funkcí a X-vázané geny jsou v mozku vysoce exprimované (Nguyen D.K. a 
Disteche C.M., 2006). Mutace v X-vázaných genech jsou příčinou poruchy intelektu (ID) u 5-
10 % pacientů mužského pohlaví. Dodnes bylo identifikováno více než 100 kauzálních genů 
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na chromosomu X (Tzschach A. et al., 2015; Deng X. et al., 2014; Philips A.K. et al, 2014; 
Hu H. et al, 2016), včetně nově objevené asociace u genu TAF1 (O´Rawe J.A. et al., 2015). 
S výjimkou syndromu fragilního chromosomu X, který je příčinou asi 25 % X-vázaných 
poruch intelektu (XLID), jsou jednotlivé XLID geny zodpovědné pouze za malé procento 
případů, což znesnadňuje rutinní testování. V jedné studii (Fieremans N. et al, 2016), která se 
soustředila na ženy s ID, se ukázalo, že vysoké zešikmení XCI je dobrý indikátor XLID a 
kauzální varianta na chromosomu X byla nalezena u 6 z 18 žen. 
Efekt mosaicismu XCI může být u různých neurologických onemocnění různý. Zatímco ženy 
nesoucí heterozygotně mutaci v genu HPRT1 většinou nemají potíže, ženy s heterozygotní 
mutací v MECP2 mají vážné neurologické problémy (Chahrour M. a Zoghbi H.Y., 2007). 
Poměr XCI je stanovován a dáván do souvislosti s projevy u řady onemocnění (viz tab. 1). 
Tab. 1: Příklady X-vázaných onemocnění a odkazy na literaturu. 
Onemocnění  OMIM # Gen Literatura 
Duchennova muskulární dystrofie 310200 DMD Juan-Mateu J. et al., 2012  
      
Giliberto F. et al., 2014 
Viggiano E. et al., 2016 
X-vázaná hyperamonémie 311250 OTC Yorifuji T. et al., 1998  
      Grünert S.C. et al., 2013 
Wiskott-Aldrichův syndrom 301000 WAS Andreu N. et al., 2003   
  
  
Daza-Cajigal V. et al., 2013  
      Boonyawat B. et al., 2013 
Sideroblastická anémie 300751 ALAS2 Cazzola M. et al., 2000  
      Aivado M. et al., 2006 
Menkesova choroba 309400 ATP7A Desai V. et al., 2011 
Lesch-Nyhanův syndrom /         300322 HPRT1 De Gregorio L. et al., 2000  
Kelley-Seegmillerův syndrom 300323 
 
De Gregorio L. et al., 2005 
  
  
Sebesta I. et al., 2008 
Hemofilie typu B 306900 F9 Okumura K. et al., 2008  
  
  
Esquilin J.M. et al., 2012   
      Di Michele D.M. et al., 2014 
Syndrom fragilního chromosomu X 300624 FMR1 Huang W. et al., 2014 
X-vázaná hemolytická anémie 300908 G6PD Manco L. et al., 2011 
Incontinentia pigmenti 308300 NEMO Migeon B.R. et al., 2014 
X-adrenoleukodystrofie 300100 ABCD1 Maier E.M. et al., 2002  
  
  
Wang Z. et al., 2013  
      Engelen M. et al., 2013 
Rettův syndrom 312750 MECP2 Huppke P. et al., 2006 
  
  
Archer H. et al., 2007 
   
Zahorakova D. et al., 2016 
Hemofilie typu A 306700 F8 Favier R. et al., 2000  
  
  
Bicocchi M.P. et al., 2005  
  
  
Renault N.K. et al., 2007  
  
  
Pavlova A. et al., 2009  
  
  
Miyawaki Y. et al., 2010 
a jiné      Cho S.Y. et al., 2013 
      Orstavik K.H. et al., 1998 
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Z lysosomálních střádavých onemocnění je na chromosom X vázána Fabryho choroba, 
mukopolysacharidosa typu II a Danonova choroba (Pinto L.L. et al., 2010). Narozdíl od 
předchozích dvou Danonova choroba (OMIM #300257) není zapříčiněna mutacemi 
v hydrolytickém enzymu, ale v membránovém proteinu LAMP2, který není buňkami sdílen. 
Fabryho choroba (OMIM #301500) je způsobena deficitem lysosomální hydrolasy, α-
galaktosidasy A (GLA, EC 3.2.1.22), která je zodpovědná za odštěpování terminální α-
galaktosylových skupin z glykosfingolipidů. V důsledku toho dochází k akumulaci částečně 
degradovaných glykosfingolipidů (převážně globotriaosylceramidu, GL-3) v lysosomech, 
hlavně u vaskuloendoteliálního systému. Klasická forma se u hemizygotů projevuje v dětství 
akroparestézií, angiokeratomy a korneální dystrofií. V dalších desetiletích pozvolna 
progreduje kardiovaskulární, renální a cerebrovaskulární onemocnění, což vede k předčasné 
smrti ve čtvrté nebo páté dekádě života. U některých pacientů může dojít k pozdějšímu 
nástupu a symptomy, které postihují srdce a/nebo ledviny, se často objeví až v pozdní 
dospělosti. Dříve byly heterozygotní ženy popisovány jako asymptomatické přenašečky, 
podobně jako je tomu u MPS II, ale nyní je zřejmé, že takové ženy jsou spíše výjimkou a 
většina trpí významným multisystémovým postižením, ačkoli se manifestuje později než 
u mužů (Wang R. Y. et al., 2007). Přes určité disputace v literatuře (Morrone A. et al., 2003; 
Dobrovolný R. et al., 2005; Maier E.M. et al., 2006; Elstein D. et al., 2012; Echevarria L. et 
al., 2016) jsou fenotypové projevy u žen kromě stáří a typu mutace významně ovlivněny 
poměrem XCI, který koreluje s aktivitou GLA. Mosaicismus XCI (resp. inkluzí GL-3) 
koreluje s poškozením podocytů, u nichž nebyla pozorována žádná metabolická kooperace 
(Mauer M. et al., 2014). 
Mukopolysacharidosa typu II (MPS II, Hunterův syndrom, OMIM #309900) je způsobena 
deficitem lysosomální hydrolasy, iduronát-2-sulfatasy (IDS, I2S, EC 3.1.6.13), kódované 
genem IDS v oblasti Xq27-Xq28. Tento enzym katalyzuje první krok v degradaci 
heparansulfátu a dermatansulfátu a jeho deficit vede ke střádání glykosaminoglykanů (GAG) 
v mnoha tkáních a orgánech. V moči pacientů je zvýšená koncentrace GAG. MPS II je 
progresivní multisystémové postižení, které se mimo jiné projevuje hepatosplenomegalií, 
dysostosis multiplex, poruchami sluchu, makrocefalií, makroglosií, kardiomegalií a mentální 
retardací. Situace u heterozygotních žen je v porovnání s Fabryho chorobou dramaticky 
odlišná, protože klinická manifestace MPS II u žen je velmi vzácná (viz diskuze u výsledků). 
Změny u chromosomu X jsou dávány do souvislosti také s vývojem rakoviny. Při výzkumu 
genomu u rakovinných tkání bylo zjištěno, že inaktivní chromosom X akumuluje více mutací 
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než autosomy (Jager N. et al., 2013), což naznačuje zhoršenou schopnost reparovat poškození. 
Jestliže by se takový chromosom X aktivoval, mohl by významně přispět progresi rakoviny. 
Studie Yildirim a kol. ukázala, že ztráta Xist RNA, která donedávna byla považována za 
postradatelnou při udržování inaktivovaného stavu (Csankovszki G. et al., 1999), vede 
k vývoji rakoviny u myších samiček (Yildirim E. et al., 2013). Autoři provedli in vivo 
knockout genu Xist v hematopoetických kmenových buňkách poté, co proběhla náhodná X-
inaktivace, a to vedlo k plně penetrantní, letální formě rakoviny. U člověka existuje zatím 
pouze omezený počet informací o možné reaktivaci Xi u rakovinných tkání (Chaligné R. a 
Heard E., 2014).  
Další studie ukázala, že ztráta XIST RNA u lidských iPSC buněk je asociována se zvýšenou 
expresí X-vázaných onkogenů (Anguera M.C. et al., 2012), což naznačuje zvýšené riziko 
kancerogeneze u ženských kmenových buněk. Zatímco některé výzkumné skupiny objevily 
v iPSC buňkách reaktivaci chromosomu X, jiné nikoli (přehledně v Briggs S.F a Reijo Pera 
R.A., 2014), a doposud nebyla publikována studie, ve které by autoři byly schopni status XCI 
řídit, ačkoli je známý vliv kultivačních podmínek (Tomoda K. et al., 2012). Tyto výsledky 
ukazují, že před použitím těchto typů buněk v klinické praxi je třeba je pečlivě 
charakterizovat a dokumentovat jejich vlastnosti. Ovlivnění poměru XCI by mohlo být 
potenciálně využitelné při léčbě X-vázaných monogenních onemocnění. 
1.2.7 Metody stanovení poměru XCI 
Z historického pohledu existovala řada metod pro detekci zešikmení X-inaktivace, které byly 
často také využívány pro určení monoklonálního původu nádorových tkání (Chen G.L. a 
Prchal J.T., 2007). Jednou z prvních byla metoda, která využívala různé elektroforetické 
pohyblivosti isoenzymů glukosa-6-fosfátdehydrogenasy (G6PD) A a B (Beutler E. et al., 
1967). Také vznikla metoda, která rozlišovala Xi a Xa na základě různého času replikace a 
využívala značení pomocí 5-bromo-2´-deoxyuridinu (BrdU). Tato cytogenetická metoda byla 
použitelná pouze v případě, že byly chromosomy X strukturně odlišitelné (Perry P. a Wolff 
S., 1974). Další metoda byla omezena na lidské buňky schopné fúzovat s HPRT- křeččími 
(popř. myšími) buňkami. Po fúzi byly selektovány hybridní buňky produkující HPRT, a tudíž 
nesoucí aktivní chromosom X. Ostatní lidské chromosomy byly ztraceny, protože nebyly pod 
selekčním tlakem. Za pomoci DNA sond byl určen poměr hybridů obsahujících chromosom 
Xa maternálního nebo paternálního původu (Puck J. M. et al., 1987). Tato metoda byla 
laboratorně, finančně a časově náročná, ale posloužila pro validaci prvních metod založených 
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na metylaci DNA. 
Metody používané v současné době pro stanovení poměru XCI jsou nepřímé a rozlišují 
chromosom Xm a Xp na základě jednonukleotidových polymorfismů (SNP) nebo více 
informativních krátkých tandemových repetic (STR). Xa pak může být od Xi odlišen díky 
rozdílům v metylaci CpG ostrůvku v promotorové oblasti genu nebo rozdílům v expresi genu.  
Zdaleka nejvíce uplatňovanou metodou založenou na metylaci DNA je metoda HUMARA 
(Allen R.C. et al., 1992), která využívá vysoce polymorfní tandemovou repetici (CAG)n 
v prvním exonu genu pro androgenní receptor (AR). V blízkosti repetice se nachází několik 
rozpoznávacích míst pro metylačně senzitivní restrikční endonukleasy, která jsou u Xi 




Obr. 11: Schéma oblasti na začátku genu AR využívané metodou HUMARA. Po štěpení DNA pomocí enzymu 
HpaII nebo HhaI je za předpokladu, že došlo ke kompletnímu štěpení nemetylované DNA, amplifikovaná pouze 
DNA z Xi. Porovnáním velikosti píků jednotlivých alel u štěpené a neštěpené DNA se stanoví poměr XCI. 
Oblast genu AR byla také použita pro návrh metody AR-MSP (Kubota T. et al., 1999), která 
odstranila krok enzymového štěpení. AR-MSP zahrnuje metylačně specifické PCR (MSP) po 
chemické modifikaci DNA hydrogensiřičitanem sodným, při které dochází ke konverzi 
nemetylovaných cytosinů na uracil, zatímco metylované cytosiny zůstavájí netknuty. 
U nemodifikované DNA nedochází k amplifikaci. AR-MSP má oproti metodě HUMARA 
výhodu, že stanovuje poměr XCI nejen na základě Xi, ale i komplementární poměr u Xa, 
čímž se výsledek zpřesňuje. Běžně se avšak AR-MSP nevyužívá, mimo jiné proto, že při 
konverzi dochází ke ztrátě a degradaci materiálu (Pelizzola M. a Ecker J.R., 2011).  
Metoda HUMARA je validovaná a vhodná pro rutinní analýzu, ale nemůže být použita 
u všech pacientek. Na základě polymorfismu v genu AR je metoda využitelná u zhruba 80 % 
žen (Amos-Landgraf J.M. et al., 2006). V minulosti bylo navrhnuto několik metod na 
obdobném principu jako metoda HUMARA, ale jejich použití je velmi omezené, hlavně 
proto, že nejsou tak jednoduché, robustní a vysoce informativní jako metoda HUMARA. 
Souhrn těchto metod a komentáře k možným problémům lze nalézt v následující tabulce 
(tab. 2), lokalizace oblastí na obr. 12. 
Řada metod vzniklých v posledních letech je nevýhodně založena na amplifikaci dinukle-
otidových repetic, které jsou náchylné ke vzniku vysokých tzv. stutter píků, což komplikuje 
odečet dat. Stutter píky vznikají kvůli tendenci Taq polymerasy sklouznout při in vitro 
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replikaci po řetězci DNA, čímž vznikají i produkty kratší než je pravá alela. U STR s delší 
jednotkou repetice je ale množství stutter píků menší (http://www.cstl.nist.gov/strbase/). 





zygozita* Komentář  Citace 
HPRT RFLP 20-30 % méně informativní, Southern blot Vogelstein B. et al., 1987 
PGK1 RFLP 30 % méně informativní 
Singer-Sam J. et al., 1990 
Gilliland D.G. et al., 1991 
DXS255 
(M27β) 
VNTR 90 % 
nekonzistentní metylace,  Southern 
blot 




75 % enzymový krok navíc Hendriks R.W. et al., 1992 
AR STR (CAG) 90 % viz dále Allen R.C. et al., 1992 
FMR1 STR (CGG) 45-65 % nehomogenní amplifikace alel 
Lee S.T. et al., 1994          
Carrel L. a Willard H.F., 1996 
ZNF261 STR (TC)  90 % vyšší množství tzv. stutter produktů Beever C. et  al., 2003 
ZDHHC15 STR (AC) 60 % vyšší množství tzv. stutter produktů Bertelsen B. et al., 2011 
SLITRK4 STR (AC) 80 % vyšší množství tzv. stutter produktů Bertelsen B. et al., 2011 
PCSK1N STR (CA, AG) 75 % vyšší množství tzv. stutter produktů Bertelsen B. et al., 2011 
RP2 STR (GAAA) 80 % 
při kombinaci s AR potřeba vynechat 
pomocný enzym 
Machado F.B. et al., 2014 
*U metod založených na STR oblastech jsou započítány i vzorky s rozdílem v délce produktů o jedné repetici. 
Při započítání pouze vzorků odlišených o dvě a více repetic se např. u AR zmenší množství informativních 
vzorků z 92 % na 79 % (analýza u 1005 žen v Amos-Landgraf J.M. et al., 2006). 
 
Obr. 12: Pozice oblastí (genů), které byly použity pro vývoj metod pro stanovení poměru XCI (schéma 
adaptováno z UCSC Genome Browser a upraveno). 
Ačkoli jsou metody založené na metylaci DNA oblíbené a prověřené časem, jsou 
semikvantitativní a nepřímé. Metylace DNA v jednotlivých CpG dinukleotidech může být 
také spojena s jinými faktory než je inaktivní stav chromosomu. Z tohoto pohledu by 
stanovení poměru XCI na základě genové exprese mohlo lépe aproximovat skutečný poměr 
XCI (Kutsche et al., 2000), avšak metody založené na metylaci zůstávájí mnohem častěji 
používané díky snadné dostupnosti a větší stabilitě vzorků DNA oproti vzorkům RNA.  
Mezi používané transkripční metody pro stanovení poměru XCI patří např. metoda detekující 
polymorfismus HinfI v exonu 6 genu XIST (Rupert J.L. et al., 1995; Amos-Landgraf J.M. et 
al., 2006), analýza produktů PCR amplifikovaných z exonu 1 genu AR pomocí kapilární 
elektroforézy nebo tzv. supresivní RT-PCR s alelicky specifickými primery identifikujícími 
SNP v oblastech vybraných genů a detekce produktů pomocí SYBR Green nebo Taqman 
sond, popř. kvantifikace pyrosekvenováním (Busque L. et al., 2009; Swierczek S.I. et al., 
2012; Mossner M. et al., 2013). Poté co sekvenování nové generace otevřelo novou éru 
genetiky, bylo jenom otázkou času, než bude tato metodika použita také pro stanovení poměru 
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XCI. V nedávné době byl publikován článek, ve kterém autoři demonstrovali užitečnost 
přístupu, který využívá celoexomové a mRNA sekvenování, RNAseq (Szelinger S. et al., 
2014). Určení fáze (tzn. rodičovského původu) alel SNP na základě analýzy segregace 
v rodině mělo minimální vliv na výsledek. Obecně se výsledky RNAseq shodovaly s metodou 
HUMARA (n = 5, r = 0,84), ale zešikmení XCI bylo u RNAseq nižší, což je ovlivněno tím, že 
autoři odfiltrovali pouze geny ležící v PAR, ne všechny unikající geny.   
Metody používané pro stanovení zešikmení X-inaktivace se spoléhají na to, že ve zkoumané 
tkáni je daný gen stabilně podřízen inaktivaci, tzn. není exprimován z Xi a zároveň je 
exprimován z Xa a/nebo je jeho CpG ostrůvek kompletně metylován u Xi. Tento předpoklad 
ale v některých případech není splněn a proto je zjevné, že používání pouze jedné metody má 
svá úskalí. V nedávné době se objevily výhrady i k nejčastěji používané metodě HUMARA 
(Swierczek S.I. et al., 2012) (viz diskuze u výsledků). Metody pro stanovení poměru XCI nám 
také nemusí přinášet užitečnou informaci, pokud jsou využity u žen, které jsou genetickými 




Předmětem této práce bylo vytvořit nové metody pro studium dědičných metabolických 
poruch a tyto metody dále u vybraných onemocnění aplikovat.  
Tato studie obsahuje následující pododdíly: 
A. Vytvoření jednoduché metody pro obohacení lysosomů/lysosomálních membrán za 
účelem výzkumu obecných vlastností lysosomů, jejich obsahu a lysosomálních 
proteinů, ale také změn probíhajících u lysosomálních střádavých onemocnění. 
B. Ověření, zda promotorové varianty rs4523300 a rs149596192 genu HGSNAT, 
kódujícího lysosomální membránový enzym, mají vliv na aktivitu enzymu měřenou 
v lymfocytech zdravých osob. Tyto varianty popsala ve své dizertační Eva Richtrová 
(Richtrová E., 2014) u šesti pacientů. Při analýze luciferasovou metodou měly 
významný dopad na expresi reportéru, a proto by potenciálně mohly mít patogenní 
vliv. 
C. Dokončení návrhu metod pro stanovení poměru inaktivace chromosomu X, práce 
započaté v diplomové práci (Mušálková D., 2011), a validace těchto metod na souboru 
sta vzorků. Na základě informací uvedených v úvodu je zřejmé, že alternativní 
metody, které nejsou založeny na dinukleotidových repeticích, jsou stále potřebné, a to 
jak v případech, kdy standardní metoda není použitelná, tak pro potvrzení jejích 
výsledků. 
D. Využití nových metod pro stanovení poměru X-inaktivace u žen heterozygotních pro 
X-vázaná onemocnění různé povahy, nejen lysosomální střádavá onemocnění. 
Podrobněji je zde popsán případ dívky s mukopolysacharidosou typu II, rodiny 












Chemikálie byly zakoupeny od firem: Biotium (Hayward, CA, USA), GE Healthcare (Little 
Chalfont, UK), GeneAge Technologies (Praha, ČR), Lach-Ner (Neratovice, ČR), New 
England Biolabs (Ipswich, MA, USA), PAA Laboratories (Yeovil, UK), Qiagen (Hilden, 
Německo), Roche (Basel, Švýcarsko), Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Německo), 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) a ThermoFisher Scientific (Wilmington, DE, USA), 
zahrnující Applied Biosystems, Thermo Scientific, Invitrogen, Fisher Scientific. Dodavateli 
oligonukleotidů byly firmy: Generi Biotech (Hradec Králové, ČR) a ThermoFisher Scientific.  
3.1 Metody použité pro izolaci lysosomů a lysosomálních membrán 
3.1.1 Kultivace buněčných kultur  
Buňky linií HEK293 nebo HeLa byly kultivovány v 75 cm2 lahvích v komerčně dodávaném 
mediu DMEM (ThermoFisher Scientific) obohaceném o antibiotika (gentamycin 40 µg/ml) a 
10% fetální bovinní sérum (FBS) (PAA Laboratories). Kultivace byla prováděna v termostatu 
při 37 °C v atmosféře s 5% CO2.                                                                                                                                                                                                                                                  
3.1.2 Homogenizace buněčných linií  
Buňky byly sesbírány škrábáním do pufru PBS a promyty v isotonickém TEA pufru (10 mM 
trietanolamin, 1 mM Na2EDTA, 10 mM CH3COOH, pH 7,2) s 250 mM sacharosou (Lach-
Ner). Homogenizace buněk byla provedena ve skleněném homogenizátoru Dounce (Kimble 
Chase Kontes, Vineland, NJ, USA) při 4 °C. Homogenát byl centrifugován v centrifuze 4K15 
(Sigma) 10 min při 1000 g, peleta byla znovu homogenizována a centrifugována. Super-
natanty byly spojeny a centrifugovány 15 min při 11 000 g pro získání organelové pelety. 
3.1.3 Lyze lysosomů 
Organelová peleta byla resuspendována v pufru složeném z 10 mM HEPES (pH 7,2), 1 mM 
Na2EDTA, 250 mM sacharosy a 20 mM methionin metylesteru (MME) (Sigma-Aldrich) a 
inkubována 15-60 min za stálého míchání v rotátoru Multi Bio RS-24 (Biosan, Riga, Latvia) 
při pokojové teplotě. Poté byla suspenze přenesena na led a byly přidány inhibitory proteáz 
cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche) o konečné koncentraci 1x. Suspenze po 
různě dlouhých inkubacích byly centrifugovány v centrifuze 4K15 (Sigma) 25 min při 
25 000 g. V supernatantech a resuspendovaných peletách byly měřeny aktivity glukocerebro-
sidasy a hexosaminidasy a na základě toho určena úroveň lyze lysosomů. 
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3.1.4 Příprava lineárního a krokového sacharosového gradientu 
Lineární sacharosový gradient byl připraven z 15 ml 32,5% sacharosy a 15 ml 55,5% 
sacharosy (v 10 mM HEPES pufru) v gradientovém mixeru (Sigma-Aldrich) za použití 
peristaltické pumpy Varioperpex II (LKB, Bromma, Švédsko). Gradient byl převrstven 
organelovým koncentrátem, který byl těsně předtím vystaven působení MME. Popřípadě byl 
místo lineárního připraven krokový gradient, složený z 6 ml 41% nebo 35% sacharosy 
převrstvené 5 ml 20% sacharosy a 5 ml organelového koncentrátu po vystavení působení 
MME. Gradienty byly centrifugovány přes noc při 112 700 gmax v ultracentrifuze Optima L-
90K ve výkyvném rotoru SW32 nebo SW32.1 (Beckman-Coulter, München, Německo), bez 
použití brzdy. Frakce byly sbírány od hladiny. U lineárního gradientu bylo odebráno 19 frakcí 
po 2 ml a u krokového gradientu 16 frakcí po 1 ml nebo jen proužek z rozhraní 20/41% 
sacharosy. Frakce s nejvyšší aktivitou glukocerebrosidasy byly naředěny pufrem (10 mM 
Tris-HCl, pH 7,2) nejméně na desetinásobný objem a centrifugovány 2h při 250 000 gmax 
v ultracentrifuze Optima L-90K, v rotoru 70 Ti (Beckman-Coulter). Získaná peleta byla 
resuspendována v tomtéž pufru a zmrazena v tekutém dusíku. 
3.1.5 Příprava lineárního gradientu z OptiPrepu 
Lineární gradient z OptiPrepu (iodixanol, Sigma-Aldrich) byl připraven a centrifugován 
obdobně jako sacharosový gradient. K tomu bylo použito 6 ml 22% roztoku a 6 ml 5% 
roztoku, které byly připraveny smícháním pracovního roztoku (50% w/v isotonický roztok 
iodixanolu) s pufrem (0,25 M sacharosa v pufru HEPES/EDTA). Gradient byl převrstven 
5 ml  postnukleárního supernatantu v tomtéž pufru. Vzorek nebyl vystaven působení MME a 
byl k němu přidán roztok iodixanolu o výsledné koncentraci 4 %. Gradienty byly 
centrifugovány 2 hodiny při 100 000 g. Frakce byly sbírány od hladiny (21 frakcí po 0,8 ml). 
3.1.6 Měření refrakčních indexů 
Správná koncentrace jednotlivých roztoků iodixanolu a sacharosy a rozložení v gradientech 
byla kontrolována měřením refrakčních indexů na stolním optickém refraktometru. 
3.1.7 Měření změny pH pomocí akridinové oranže 
Schopnost změny pH u izolované frakce v závislosti na přídavku ATP byla ověřena dle 
metody popsané v literatuře (Dell´Antone P., 1979; Moriyama Y. et al., 1982). K reakčnímu 
roztoku (20 mM HEPES, pH 7,2, 0,2 M sacharosa, 50 mM KCl) s 20 µM akridinovou oranží 
(Sigma-Aldrich) o objemu 1 ml byla přidána frakce lysosomálních membrán (10 µg proteinu) 
a na spektrofotometru Shimadzu UV-2550 (Shimadzu, Duisburg, Německo) byla za pokojové 
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teploty kontinuálně měřena absorbance při vlnové délce 492 nm. Po stabilizaci křivky byl do 
kyvety přidán roztok 2 mM ATP (Sigma-Aldrich) s 2 mM MgCl2 a po více než 2 minutách 
byl přidán roztok (NH4)2SO4 o finální koncentraci 10 mM. Do druhé reakce byl přidán pouze 
(NH4)2SO4 (žádné ATP). Změny absorbance byly měřeny v průběhu cca 6 minut. 
3.1.8 Sonikace vzorků 
Vzorky pro měření enzymových aktivit byly sonikovány na přístroji Ultrasonic Homogenizer 
4710 Series (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA). Aktivity enzymů byly měřeny podle 
protokolů uvedených v literatuře (Graham J.M., 1993; Wenger D.A. a Williams C., 1991; 
Voznyi Ya.V. et al., 1993). Objemy činidel byly úměrně upraveny pro umožnění měření na 
mikrotitračních destičkách. 
3.1.9 Měření koncentrace proteinu 
Koncentrace proteinů byla stanovena pomocí metody Bradfordové (Bradford M.M., 1976). 
Vzorky byly inkubovány 5 min s činidlem Bradford (Sigma-Aldrich) a následně byla změřena 
absorbance roztoku při vlnové délce 595 nm na multidetekčním destičkovém readeru 
Synergy 2 (Dialab, Wiener Neudorf, Rakousko). Pro sestavení kalibrační rovnice byl použit 
hovězí sérový albumin (BSA) o koncentraci 0,1 mg/ml. 
3.1.10 Měření aktivity glukocerebrosidasy a hexosaminidasy 
20 µl vzorku bylo inkubováno v mikrotitrační destičce 30 min při 37 °C s 20 µl 5 mM 
substrátu 4-metylumbelliferyl-β-D-glukosidu (Glycosynth, Warrington, Anglie) v McIlvai-
nově pufru (0,1 M/0,2 M citrát/fosfátový pufr, 0,5% taurocholát sodný, 0,4% Triton X-100, 
pH 5,4). Reakce byla zastavena 200 µl 0,2 M glycin-NaOH pufru (pH 10,6). Pro kalibraci byl 
použit 1 µM roztok 4-metylumbelliferonu (4-MU) (Sigma-Aldrich). Fluorescence uvolněného 
4-MU a kalibrace byla měřena při excitaci v oblasti 365 nm a emisi v oblasti 448 nm na 
multidetekčním destičkovém readeru Synergy 2. Specifická aktivita glukocerebrosidasy byla 
vyjádřena v nmol 4-MU uvolněného ze substrátu na mg proteinu za 1 minutu. Měření aktivity 
hexosaminidasy bylo obdobné, inkubační čas byl zkrácen na 15 minut a použit byl substrát 
5 mM 4-metylumbelliferyl-N-acetyl-β-D-glukosaminid (Glycosynth) v McIlvainově pufru 
(0,1 M/0,2 M citrát/fosfátový pufr, 0,05% BSA, pH 4,4).  
3.1.11 Měření aktivity sukcinátdehydrogenasy 
15 µl vzorku bylo inkubováno v polypropylenové mikrotitrační destičce 20 min při 37 °C 
s 80 µl 10 mM sukcinátu sodného (Sigma-Aldrich) v 50 mM fosfátovém pufru (pH 7,5). 
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Následně bylo do reakce přidáno 27 µl p-iodonitrotetrazoliové violeti (INT, Sigma-Aldrich) 
o koncentraci 2,5 mg na ml fosfátového pufru. Destička byla inkubována dalších 10 min při 
37 °C a reakce byla zastavena přidáním 270 µl směsi etylacetát/etanol/trichloroctová kyselina 
v poměru 5:5:1 (v/v/w). Destička byla centrifugována 1 min při 3 000 g a 300 µl roztoku nad 
precipitátem bylo před měřením přepipetováno do polystyrenové mikrotitrační destičky. 
Absorbance roztoku byla ihned měřena při 490 nm na multidetekčním destičkovém readeru 
Synergy 2. Výsledná aktivita sukcinátdehydrogenasy byla vyjádřena v nmol redukovaného 
INT na mg proteinu. Molární absorpční koeficient redukovaného INT je 19 300 cm-1 M-1. 
3.1.12 Měření aktivity alkalické a kyselé fosfatasy 
20 µl vzorku bylo inkubováno v mikrotitrační destičce 30 min při 37 °C s 90 µl reakční směsi, 
která je připravena smícháním 16 mM p-nitrofenylfosfátu (Sigma-Aldrich) s pufrem v poměru 
1:1. Pufr pro měření alkalické fosfatasy tvořil 50 mM borát sodný/NaOH (pH 9,8), pro měření 
kyselé fosfatasy byl použit 180 mM acetátový pufr (pH 5,0). Při měření alkalické fosfatasy 
byl do reakční směsi navíc vmíchán 2 mM MgCl2. Reakce byla zastavena přidáním 270 µl 
0,25 M NaOH. Destička byla centrifugována 1 minutu při maximálních otáčkách (3 000 g) a 
300 µl roztoku bylo přepipetováno do nové polystyrenové mikrotitrační destičky. Absorbance 
roztoku byla měřena při 410 nm na multidetekčním destičkovém readeru Synergy 2. Výsledná 
aktivita fosfatasy byla vyjádřena v nmol p-nitrofenolu uvolněného ze substrátu na mg 
proteinu za 1 minutu. Molární absorpční koeficient p-nitrofenolu je 9 620 cm-1 M-1. 
3.1.13 Měření aktivity katalasy 
Vzorek o objemu 2 µl byl přidán k 6 µl vzorkového pufru, který byl připraven smícháním 2% 
Tritonu X-100 s roztokem Tris/BSA (0,1 g BSA/100 ml 20 mM Tris-HCl pufru, pH 7,0) 
v poměru 1:2. Následně bylo do jamičky přidáno 100 µl substrátu (2,55 mM H2O2 v roztoku 
Tris/BSA) a přesně po 1 minutě inkubace na ledu byla reakce zastavena 200 µl roztoku 
oxysulfátu titaničitého (0,225 g/100 ml 1 M H2SO4). Destička byla centrifugována 1 min při 
3 000 g a 280 µl roztoku bylo přepipetováno do nové polystyrenové mikrotitrační destičky. 
Absorbance vzorku byla měřena při 405 nm na multidetekčním destičkovém readeru Synergy 
2 a porovnána s hodnotou absorbance substrátu v čase nula. Aktivita katalasy se v podstatě 
určovala zpětnou titrací H2O2 zbylého po ukončení enzymové reakce a byla vyjádřena v mU 
na mg proteinu. Aktivita 1 U je definována jako množství enzymu schopné zpracovat za 
daných reakčních podmínek 90 % substrátu za 1 minutu v objemu 50 ml. 
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3.1.14 Měření aktivity NADPH-cytochrom c reduktasy 
Vzorek o objemu 12,5 µl byl v mikrotitrační destičce smíchán s 250 µl 50 mM fosfátového 
pufru o pH 7,7, 2,5 µl 10 mM EDTA, 12,5 µl cytochromu c (25 mg/ml 1x PBS) a 2,5 µl 
roztoku rotenonu (1 mg/ml etanolu), který slouží jako inhibitor interferující mitochondriální 
oxidace NADPH. Absorbance vzorku byla měřena při pokojové teplotě při 550 nm na 
multidetekčním destičkovém readeru Synergy 2 dokud se neustálila, a poté bylo přidáno 25 µl 
roztoku NADPH (2 mg/ml fosfátového pufru). Směs byla důkladně promíchána a absorbance 
vzorku byla zaznamenávána po dobu 5 minut v intervalech 30 s. Výsledná aktivita enzymu 
byla vypočítána ze sklonu přímky (v oblasti měření s lineárním přírůstkem absorbance) a 
vyjádřena jako nmol redukovaného cytochromu c na mg proteinu za 1 min. Molární absorpční 
koeficient redukovaného cytochromu c je 27 000 cm-1 M-1. 
3.1.15 SDS polyakrylamidová elektroforéza (SDS-PAGE) 
Separační gel byl připraven smícháním 40% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (Sigma-
Aldrich), separačního pufru (1,5 M Tris base, 13,9 mM SDS, pH 8,8), 0,06% APS 
(peroxodisíran amonný, Sigma-Aldrich) a 0,06% TEMED (tetrametyletylendiamin, Sigma-
Aldrich). Směs byla nalita mezi sestavená skla, přelita vrstvou vody a ponechána 45 min 
polymerovat. Pro přípravu zaostřovacího gelu byl použit pufr obsahující 0,5 M Tris base a 
13,9 mM SDS, pH 6,8. V případě separace na 7-15% gradientovém gelu byla směs míchána 
v gradientovém mixeru (Sigma-Aldrich) a nalévána za použití peristaltické pumpy 
Varioperpex II (LKB). Zpolymerovaný gel byl připevněn do aparatury MightySmall SE260 
(Hoefer, San Francisco, CA, USA). Vzorky (10 µg proteinu z každé frakce získané během 
purifikace LM) byly smíchány s pufrem 6x SDS-PAGE (0,012% bromfenolová modř, 30% 
glycerol, 0,347 M SDS a popř. 6% β-merkaptoetanol). Elektroforéza probíhala v pufru 
(192 mM glycin, 25 mM Tris base, 3,47 mM SDS) při napětí 70 V, po 1 h bylo napětí 
zvýšeno na 120 V. 
3.1.16 Western blot 
Rozdělené vzorky byly blotovány na PVDF membránu Immobilon-P (Merck Millipore, 
Bedford, MA, USA) v polosuché blotovací aparatuře (Biotec-Fischer, Reiskirchen, 
Německo). Blotovací papíry byly ekvilibrovány v blotovacím pufru (48 mM Tris base, 
39 mM glycin, 0,037% SDS, 20% metanol, pH 9,2), membrána navíc 15 s v metanolu. Přenos 
proteinů na membránu probíhal 1h při konstantním proudu 1-2 mA/cm2. Poté byla membrána  
1h blokována v pufru PBS-T (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 7,8 mM Na2HPO4, 1,5 mM 
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KH2PO4, pH 7,3, 0,05% TWEEN20) obsahujícím 3% BSA (Serva Electrophoresis) a  
promyta v PBS-T. Pro detekci LAMP1 byla použita králičí primární protilátka (1:5000, 
darováno Dr. Carlssonem, University of Umea, Švédsko) a kozí sekundární protilátka proti 
králičím IgG (ThermoFisher Scientific). Membrána byla inkubována 1h s příslušnou primární 
protilátkou v PBS-T s 1% BSA, promyta 2x po dobu 5s a 2x 10 min a inkubována 45 min se 
sekundární protilátkou konjugovanou s reporterovým enzymem HRP (křenovou peroxidázou) 
v PBS-T s 1% BSA. Po promytí membrány byl na blot aplikován chemiluminiscenční substrát 
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) a signál 
detekován na přístroji ChemiGeniusQ za pomocí programu GeneSnap (SynGene, Cambridge, 
UK). Pro vyhodnocení výsledků byl použit program GeneTools (SynGene). Všechny 
inkubace a promývání byly provedeny při pokojové teplotě a za stálého míchání na přístroji 
Orbital Shaker OS-20 (Biosan, Riga, Lotyšsko). 
3.2 Metody použité pro studii vlivu promotorových variant HGSNAT 
3.2.1 Měření aktivity enzymu HGSNAT 
10 µl vzorku bylo inkubováno 17 hodin při 37 °C s 10 µl 6 mM acetylCoA a 10 µl 3 mM 
substrátu 4-metylumbelliferyl-β-D-glukosaminidu (Moscerdam, Oestgeest, Nizozemí) 
v McIlvainově pufru (0,1 M/0,2 M citrát/fosfátový pufr, 0,25% Triton X-100, pH 5,5). 
Reakce byla zastavena 600 µl 0,2 M glycin-NaOH pufru (pH 10,6). Pro kalibraci byl použit 
1 µM roztok 4-metylumbelliferonu. Fluorescence uvolněného 4-MU a kalibrace byla měřena 
při excitaci v oblasti 365 nm a emisi v oblasti 448 nm na fluorimetru LS 55 (Perkin Elmer, 
Waltham, MA, USA). Specifická aktivita enzymu byla vyjádřena v nmol 4-MU uvolněného 
ze substrátu na mg proteinu za 17 hodin. Měření hexosaminidasy, kontrolního enzymu, je 
popsáno výše (3.1.10). 
3.2.2 Měření koncentrace proteinu 
Pro měření byla využita Hartree-Lowryho metoda (Hartree E.F., 1972). 200 µl vzorku bylo 
inkubováno 10 min při 50 °C s 200 µl roztoku A (2 g vinanu sodno-draselného, 90g Na2CO3, 
450 ml 1 M NaOH, doplněno do 1 l vodou). Směs byla ochlazena a po přidání 20 µl 
roztoku B (2 g vinanu sodno-draselného, 1 g CuSO4.5H2O, 10 ml 1 M NaOH, doplněno do 
100 ml vodou) inkubována 10 min při pokojové teplotě. Po přidání 600 µl roztoku C (Folin-
Ciocalteouvo činidlo, Sigma-Aldrich, zředěno vodou v poměru 1:14) byla směs inkubována 
10 min při 50 °C a ochlazena. Na spektrofotometru Shimadzu UV-2550 byla změřena 
absorbance vzorků při 650 nm. Jako standard byl použit roztok BSA o koncentraci 0,1 mg/ml. 
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3.3 Metody použité pro stanovení poměru inaktivace chromosomu X 
3.3.1 Příprava vzorků gDNA, RNA a cDNA 
Genomová DNA byla izolována standardní fenol-chloroformovou extrakcí nebo s použitím 
QiaAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) dle přiloženého protokolu. RNA byla izolována za 
použití TRIzolu (Invitrogen). Z izolované RNA byla podle standardního protokolu připravena 
cDNA pomocí reverzní transkriptasy SuperScript II. DNA a RNA z jater byla izolována 
pomocí soupravy AllPrep DNA/RNA/Protein Kit (Qiagen). Koncentrace a kvalita nukleových 
kyselin byla měřena na přístroji Nanodrop ND-1000 Spectrometer (Thermo Scientific).  
Vzorky genomové DNA pro validaci metod byla získány z lymfocytů periferní krve 
separovaných na vrstvě Ficoll-Pague (GE Healthcare). DNA byla získána od 100 zdravých 
dobrovolných dárkyň ve věku od 9 do 72 let (průměrný věk 36,5 let, medián 35 let), pěti 
mužských dobrovolníků a 18 členů pěti rodin. Všichni dárci byli českého původu. Studie byla 
povolena etickou komisí a ode všech zúčastněných byl získán informovaný souhlas. 
3.3.2 Bioinformatické studie a návrh primerů 
Hledání nových oblastí vhodných pro X-inaktivační studie bylo provedeno pomocí programu 
Galaxy (Goecks J. et al., 2010; Blankenberg D. et al., 2010; Giardine B. et al., 2005). Celá 
sekvence chromosomu X (verze NCBI36/hg18) byla systematicky prohledána pro nalezení 
oblastí, které obsahují v těsné blízkosti (max. 300 bp) CpG ostrůvek a krátkou tandemovou 
repetici (STR) s jednotkou repetice mezi 3-6 bp (lokalizováno pomocí programu Tandem 
Repeats Finder). Při následné selekci byly vypuštěny oblasti lokalizované v oblastech PAR1 a 
PAR2 (Mangs A.H. a Morris B.J., 2007). Takto zúžený výběr byl zobrazen v prohlížeči 
UCSC Genome Brower (Kent W.J. et al., 2002) a pro další evaluaci byly vybrány oblasti, 
které ležely v domnělých promotorových oblastech genů. Protože jsme neměli k dispozici 
žádná data o variabilitě STR v našich vybraných oblastech, byla jejich variabilita predikována 
pomocí programu SERV (Legendre M. et al., 2007) a vybrány pouze sekvence s VARscore 
> 0,9. Následně bylo na základě literatury (Park C. et al., 2010; Carrel L. et al., 2006; Carrel 
L. a Willard H.F., 2005; Sudbrak R. et al., 2001) zkontrolováno, zda oblasti neunikají 
inaktivaci. Naše kritéria splňovalo 19 oblastí, pro něž byly v programu Primer-BLAST (Ye J. 
et al., 2012) navrhnuty primery. Vhodné metylačně senzitivní a jiné restrikční enzymy byly 
nalezeny pomocí programu Webcutter 2.0 (http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html). 
3.3.3 Štěpení DNA a polymerázová řetězová reakce (PCR) 
Analyzovaná DNA (200 ng) byla přes noc inkubována při 37 °C s 10 U metylačně 
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senzitivního restrikčního enzymu a 1-3 U pomocného restrikčního enzymu (New England 
Biolabs, NEB) v příslušném pufru a s 100 µg/ml BSA pokud bylo potřeba (detaily v tab. 3).  
aOblast repetice CGG obsahuje menší oblast s repeticí GCGGCA. bTento gen je asociován s fragilním místem 
FRAXF. Nebyla nalezena asociace se specifickým fenotypem (Lukusa T. a Fryns J.P., 2008). 
Stejné množství DNA bylo inkubováno paralelně pouze s pomocným enzymem. Ten byl do 
směsi přidán za účelem snížení komplexity gDNA. Pomocný enzym štěpil sekvence DNA 
mimo amplifikovanou sekvenci a nebyl citlivý k metylaci, takže štěpil aktivní i inaktivní 
chromosom X stejnou mírou. Enzymy byly inaktivovány inkubací 10 min při 95 ᵒC a 30 ng 
DNA bylo následně amplifikováno s navrženými primery (Applied Biosystems), přičemž 
zbytek směsi byl dále skladován při -20 °C (Kiedrowski LA et al., 2011). Jeden z primerů 
v každé sadě byl fluorescenčně značen pomocí 6-FAM nebo HEX. PCR reakce byly 
prováděny v objemu 10 µl a obsahovaly 1x PC2 pufr (50 mM Tris–HCl pH 9,1, 16 mM 
(NH4)2SO4, 2,5 mM MgCl2, 150 μg/ml BSA), 200 µM dNTPs, 0,3 µM primery, 10% 
dimetylsulfoxid (DMSO), 240 mU Klentaq1 (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) a 
2,2 mU DeepVent polymerasy (NEB). DNA byla amplifikována v termocykleru C1000 
Touch Thermal Cycler (BioRad, Hercules, CA, USA). Denaturace (94 °C 2 min) byla 
následována 35 cykly (94 °C 5 s, 68 °C 20-25 s) a finální extenzí, která byla z původních 
10 min při 68 °C prodloužena na 30 min pro podpoření netemplátové adice dATP 
polymerázou a minimalizaci tvorby tzv. split píků. Obdobný protokol pro metodu HUMARA 
byl publikován v literatuře (Boudewijns M. et al., 2007). 
3.3.4 Horizontální elektroforéza v agarosovém gelu 
Agarosa (Serva Electrophoris) byla rozpuštěna (1,5 g/100 ml) v 1x TBE pufru (89 mM Tris, 
112 mM H3BO3, 2 mM EDTA) a po ztuhnutí tímto pufrem přelita. Vzorky byly smíchány 
s 6x Loading dye (Thermo Scientific) a interkalační barvičkou GelRed (Biotium). Na gel byly 
Tab. 3: PCR primery a enzymy použité v jednotlivých metodách I až V a délka vznikajících produktů. 
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III RPS6KA6 CCG 




IV TMEM185Ab CCG 




V HMGB3 CCG 






nanášeny paralelně s hmotnostním standardem GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo 
Scientific) a elektroforéza probíhala při intenzitě ~10 V/cm. Vizualizace DNA byla provedena 
na UV transiluminátoru (Vilber Lourmat, Marne La Vallée, Francie). Pokud bylo potřeba 
přečistit produkty PCR, byla použita souprava High Pure PCR Product Purification Kit 
(Roche).  
3.3.5 Kapilární elektroforéza 
Produkty PCR u neštěpených vzorků byly zředěny vodou v poměru 1:75, u štěpených vzorků 
1:30. Podle možností byly vytvořeny směsi PCR produktů. Poté byly vzorky smíchány s Hi-
Di formamidem (Thermo Scientific) a standardem GeneScan 500ROX (Applied Biosystems) 
v poměru 0,5:9:0,5 (celkem 10 µl). Tyto směsi byly separovány na sekvenátoru 3500xL 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Pro zpracování výsledků byl použit program 
GeneMapper software v4.1 (Applied Biosystems). 
3.3.6 Selekce primerů a určení poměru XCI pomocí nových metod 
 
Primery byly použity pro PCR amplifikaci 24 vzorků 
ženské DNA. Amplifikace u pěti sad primerů 
(očíslovaných I, II, III, IV a V) vedla ke vzniku 
produktů s variabilní délkou. Specifita těchto produktů 
byla potvrzena amplifikací nezávislé skupiny vzorků, 
získaných od pěti rodin, kde byla pozorována 
segregace alel (příklad jedné z rodin na obr. 13). 
 
Obr. 13: Velikosti produktů amplifikovaných  
                                                                                                   pomocí PCR se sadami primerů I až V. 
Vzorky gDNA izolované od 100 kontrolních osob (žen) byly amplifikovány pomocí pěti sad 
primerů pro identifikaci informativních vzorků, u kterých byl následně stanoven poměr X-
inaktivace. Poměr XCI byl vypočten jako poměr ploch píků dvou alel analyzovaného 
polymorfního místa získaných u vzorku štěpeného pomocí metylačně senzitivního 
restrikčního enzymu HpaII nebo HhaI. Tento mezivýsledek pak byl zkorigován poměrem 
ploch píků u neštěpeného vzorku. Tím se předešlo chybě způsobené preferenční amplifikací 
kratší alely. Poměr XCI byl vypočten u informativních heterozygotů, u kterých se produkty 
PCR lišily o dvě nebo více jednotek repetice. U vzorků, kde se produkty lišily jen o jednu 
repetici se nabízí možnost zavést korekci, která by odečetla příspěvek stutter píku delší alely 
k hlavnímu píku kratší alely. Zmínky o takové korekci lze nalézt v literatuře (Busque L. et al., 
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2009; Mossner M. et al., 2013; Sharp A. et al., 2000), nicméně, my jsme ji nezavedli, protože 
velikost stutter píků není uniformní. V každé sérii vzorků byl zahrnut také mužský vzorek pro 
potvrzení úplného štěpení metylačně senzitivním restrikčním enzymem (obr. 14). Vzorec pro 
výpočet poměru XCI byl převzat z literatury (Thouin M.M. et al., 2003): 
A1 (%) = 100*(D1/U1)/(D1/U1 + D2/U2) 
A2 (%) = 100*(D2/U2)/(D1/U1 + D2/U2) 
A2 (%) + A1 (%)  = 100 
(A1/A2 reprezentují procento buněk, u kterých je alela 1 nebo 2 inaktivní, U1/U2 reprezentují plochu píku alely 1 
nebo 2 u neštěpeného vzorku, D1/D2 reprezentují plochu píku alely 1 nebo 2 u štěpeného vzorku.) 
Obr. 14: Výsledky fragmentační analýzy – metoda II. Neštěpené (- HpaII) a štěpené (+ HpaII) vzorky byly 
amplifikovány s příslušnými primery a vzniklé produkty PCR byly separovány pomocí kapilární elektroforézy. 
Analýza výsledků byla provedena pomocí softwaru GeneMapper. (A) Mužská DNA. Ve srovnání s neštěpeným 
vzorkem, u kterého vzniká vždy jen jeden produkt, u štěpeného vzorku nedochází k amplifikaci. (B) Ženská 
DNA. Výsledky analýzy u ženy s náhodnou inaktivací chromosomu X ukazují podobný poměr produktů u 
štěpené a neštěpené DNA. (C) Ženská DNA. Výsledky analýzy u ženy s vysokým zešikmením XCI. 
Výsledek byl vyjádřen jako poměr delší alely ke kratší A1:A2. Hodnota byla průměrem dvou 
měření. Protože jsme při porovnávání výsledků jednotlivých metod nevěděli, jestli jsou 
jednotlivé alely in cis, nemohli jsme přímo porovnávat naše výsledky. Pro účely porovnávání 
jsme tedy výsledky převedli na odchylku od průměrného poměru XCI 50:50. Škála výsledků 
se pohybovala od 0 do 50 %, kde 0 % odpovídá stejné expresi z obou alel a 50 % odpovídá 
expresi výhradně jedné alely.  
3.3.7 Určení poměru XCI s využitím oblasti genu AR 
Konvenční metoda HUMARA, která kombinuje štěpení pomocí metylačně senzitivních 
restrikčních endonukleáz a PCR, byla provedena podle publikovaného protokolu (Racchi O. 
et al., 1998) s tím rozdílem, že jeden z primerů byl značen fluorescenční značkou HEX. 
Poměry XCI byly rovněž určovány pomocí metody AR-MSP, která také využívá oblast genu 
AR (Kubota T. et al., 1999). Vzorky DNA byly modifikovány pomocí hydrogensiřičitanu 
sodného (NaHSO3) podle protokolu popsaného v literatuře (Frommer M. et al., 1992) nebo 
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s použitím soupravy EpiTect Bisulfite kit (Qiagen). Modifikovaná DNA byla amplifikovaná 
pomocí PCR s dvěma sadami primerů AR-M nebo AR-U, které specificky amplifikují 
metylovanou sekvenci Xi, respektive nemetylovanou sekvenci Xa. Produkty PCR byly 
separovány pomocí kapilární elektroforesy a poměry XCI byly vypočítány dle publikované 
rovnice.  
3.3.8 Určení poměru XCI na základě transkripčních metod – metoda SNaPshot 
Pro metodu SNaPshot byly využity exonové jednobázové polymorfismy (SNP) v genech 
ZNF75D (rs1129093), IDS (rs11549009), MAGED2 (rs1043031 a rs1043034) a MED12 
(rs5030619). Výběr těchto oblastí a další detaily metod jsou popsány v literatuře (Musalkova 
D. et al., 2015), SnaPshot reakce byly provedeny dle prokolu výrobce (ABI PRISM SnaPshot 
Multiplex Kit, Applied Biosystems). Principem metody bylo provedení RT-PCR a 
hybridizace oligonukleotidových sond v těsné blízkosti SNP. Poté byly tyto sondy 
prodlouženy o jednu bázi připojením fluorescenčně značeného ddNTP na pozici zkoumaného 
SNP. Produkty reakce byly separovány pomocí kapilární elektroforézy a velikosti píků byly 
použity pro výpočet poměru exprese alel, který byl upraven podle kalibračních křivek. 
3.3.9 Určení poměru XCI na základě sekvenování produktů RT-PCR 
RT-PCR produkty byly analyzovány pomocí hlubokého sekvenování. Pro rozlišení maternální 
a paternální alely bylo možné u pacientky s deficitem OTC využít jak mutaci c.583G>C 
v exonu 6 genu OTC, tak SNP c.137A>G (rs1800321) v exonu 2. U pacientky s MPS II byla 
využita mutace c.1403G>A v genu IDS a SNP c.156A>T (rs12097) v genu LAMP2.   
Pro přípravu knihovny bylo použito singleplexové PCR a Nextera XT library preparation kit 
(Illumina, San Diego, CA). Pro sekvenování byl využit sekvenátor MiSeq a MiSeq reagent kit 
v2 (500cycle) (Illumina). Pro odstranění duplikací, mapování a určení variací byl použit 
software NextGENe (SoftGenetics, State College, PA). Jako referenční sekvence byla použita 
sekvence genomu hg19 (NM_000531 u OTC). 
3.3.10 Analýza polymorfismů pomocí soupravy Investigator Argus X-12 
Genomová DNA byla analyzována pomocí soupravy Investigator Argus X-12 (Qiagen) 
zaměřující se na 12 STR markerů na chromosomu X a amelogenin pro určení pohlaví 
(obr. 15). Amplifikace a následná separace na kapilární elektroforese a analýza dat byla 
provedena dle pokynů výrobce. 
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Obr. 15: Pozice oblastí 12 mikrosatelitních markerů na 
chromosomu X. Vzdálenost od telomery p raménka je 











3.3.11 SDS-PAGE a Western blot 
Provedení SDS-PAGE elektroforesy a následného Western blotu je popsáno v kapitole 3.1.15 
a 3.1.16. Pro měření koncentrace proteinu ve vzorcích byl použit infračervený spektrometr 
DirectDetect (Merck Millipore). Signál byl kvantifikován v oblasti 1600–1700 cm-1. Pro 
detekci byla použita polyklonální králičí protilátka anti-OTC IgG (HPA000243) a mono-
klonální myší protilátka anti-GAPDH IgM (G8795) od firmy Sigma-Aldrich a monoklonální 
králičí protilátka anti-CPS1 IgG (ab155083) od firmy Abcam (Cambridge, UK). 
3.3.12 Měření aktivity enzymu OTC 
Stanovení aktivity enzymu bylo provedeno pomocí modifikované již dříve publikované 
metody (Tuchman M. et al., 1989). Jako substrát byl použit izotopově značený ornitin-d6 a 
produkt enzymové reakce citrulin-d6 byl detekován pomocí LC-MS/MS za využití komerčně 
dostupné soupravy pro analýzu aminokyselin (EZ:faast, Phenomenex, Torrance, USA). 
3.3.13 Statistická analýza 
Statistická analýza (korelace, srovnávání metod) byla provedena za využití softwarového 
balíčku XLSTAT (Addinsoft, New York, NY). Shoda metod a opakovatelnost byla určena na 
základě Bland-Altmanovy metody (Bland J.M. a Altman D.G., 1986). 
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3.4 Ostatní metody 
Jakékoli další metody využívané ostatními spolupracovníky na ÚDMP, respektive jejich 
specifické variace, jsou přehledně popsány v literatuře, která je připojena jako příloha k této 




















4 Výsledky a diskuse 
4.1 Izolace lysosomálních membrán z kultivovaných buněk 
Lysosomální membrány (LM) byly tradičně izolovány pomocí celé řady metod a jejich 
kombinací (diferenciální centrifugace, separace v denzitním gradientu aj.), přičemž se často 
využívala účelová změna vlastností určitých organel, popřípadě jejich lyze. Pro výzkum 
proteinů a lipidů LM jsme vyvinuli jednoduchou a časově nenáročnou metodu sloužící 




















Obr. 16: Schéma postupu při izolaci lysosomálních membrán. Organelový koncentrát (OP) získaný stočením 
postnukleárního supernatantu (PNS) byl inkubován s 20 mM metylesterem methioninu (MME), který indukuje 
lyzi lysosomů. Vzorek byl následně rozdělen pomocí krokového sacharosového gradientu a obohacená frakce 
LM byla získaná z rozhraní 20%/35% sacharosy.  
Organelový koncentrát (OP) jsme vystavili po dobu 45 min působení 20 mM metylesteru 
methioninu (MME), který se používá pro selektivní lyzi lysosomů (Goldman R. a Kaplan A., 
1973; Schröder B. et al., 2007a). Metylestery určitých aminokyselin snadno prostupují do 
lysosomu, kde jsou štěpeny pomocí hydrolas. Následně dochází k akumulaci volných 
aminokyselin a změna osmotického tlaku způsobí prasknutí lysosomu. Čas působení a 
koncentrace MME byly určeny na základě optimalizace a jsou výsledkem kompromisu mezi 
úrovní lyze lysosomů a proteolýzy (viz Mušálková D. et al., 2013). Pro obohacení LM jsme 
se nejdříve neúspěšně pokoušeli využít diferenciální centrifugaci (Ohsumi Y. et al., 1983). 
Následně jsme se rozhodli provést separaci lyzátu na lineárním gradientu sacharosy 
o koncentraci 32,5-55,5 % (Schröder B. et al., 2007a). Pro sledování obohacení LM byla 
využita aktivita glukocerebrosidasy (β-Gluc), což je periferní enzym LM bez transmem-
bránové domény, používaný jako marker LM (Schröder et al., 2007a,b). U lineárního 
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gradientu bylo možné pozorovat dvě oblasti se zvýšenou aktivitou β-Gluc (obr. 17A), první 
v oblasti 30-41% sacharosy a druhá v oblasti okolo 45% sacharosy, kde se také, jak ukazuje 
aktivita sukcinátdehydrogenasy (SDH), vyskytovala drtivá většina mitochondrií. Následně 
jsme navrhli krokový gradient (lyzát/20% sacharosa/41% sacharosa), ale frakce z rozhraní 
20%/41% sacharosy bohatá na β-Gluc obsahovala mitochondriální kontaminaci (obr. 17B). 
Tento problém byl prakticky eliminován při snížení koncentrace sacharosy ve spodní vrstvě 
z 41 % na 35 % (obr. 17C), což samozřejmě vedlo ke snížení výtěžku LM (resp. β-Gluc). 
 
Obr. 17: Výsledek separace vzorku na lineárním 
sacharosovém gradientu (A) nebo krokovém 
gradientu se spodní vrstvou o koncentraci 41 % 
(B) nebo 35 % (C). Frakce byly sbírány od 
hladiny. V jednotlivých frakcích byla měřena 
aktivita glukocererobrosidasy (β-Gluc, marker 
LM), sukcinátdehydrogenasy (SDH, marker 
mitochondrií), a popř. β-hexosaminidasy (β-Hex, 
luminální lysosomální hydrolasa). Aktivita je 
vyjádřena v procentech celkové aktivity. 
Z refrakčních indexů byla dopočítána koncen-
trace sacharosy v procentech (na vedlejší ose). 
Na panelu (B) lze vidět, že většina aktivity 
luminálního enzymu β-hexosaminidasy byla 
detekována ve frakcích 2-6, odpovídajících 
oblasti, kam byl před centrifugací aplikován 
vzorek. To ukazuje, že po disrupci lysosomů 
pomocí MME došlo k vylití solubilního obsahu, 
který nepronikal do gradientu. Malé množství β-
Hex bylo také detekováno ve frakcích 11 a 12 
(spolu s β-Gluc), což může být způsobeno tím, že 
β-Hex přechodně asociuje s membránou nebo 
byla část β-Hex po prasknutí lysosomu a 






Frakce LM získaná z rozhraní 20%/35% sacharosy obsahovala vysoké množství proteinu 
LAMP1 (obr. 18A) a měla vysokou aktivitu β-Gluc (viz tab. 4). Specifická aktivita β-Gluc se 
při procesu zvýšila průměrně 15x (7-22x, provedeno 7 experimentů), promytí membrán 
pomocí 10 mM Tris pufru vedlo k dalšímu, zhruba dvojnásobnému zvýšení. Celkový výtěžek 
činil zhruba 9 % počáteční celkové aktivity β-Gluc. Preparát promytých LM měl zřejmě 
zachovanou aktivitu multiproteinového komplexu vATPasové pumpy H+ iontů, protože po 
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přídavku ATP ke vzorku došlo k acidifikaci, která byla měřena jako změna absorbance 













Obr. 18: Charakterizace preparátu LM. (A) Western blot detekující glykosylovaný protein LAMP1 v jedno-
tlivých frakcích: homogenát (H), postnukleární supernatant (PNS), organelový koncentrát (OP), supernatant po 
stočení organel (OS) a frakce 11 (F11) z krokového gradientu sacharosy. (B) Acidifikace preparátu LM po 
přidání ATP pozorovaná jako změna absorbance akridinové oranže při 492 nm. Do kyvety byl přidán nejdříve 
vzorek LM (Ghosts), poté roztok ATP a MgCl2 a nakonec roztok sulfátu amonného, což vedlo k alkalizaci 
vzorku. U kontrolního pokusu nebylo přidáno ATP (viz panel dole), a tudíž nedošlo k poklesu absorbance. 













Homogenát (H) 49,5 100 100 1,31 1 
Peleta z 1. centrifugace (jádra, buňky) 8,1 16,4 8,4 0,67 - 
Postnukleární supernatant (PNS) 37,8 76,3 88,6 1,53 1,2 
Peleta z 2. centrifugace (organely, OP) 9,7 19,6 77,1 5,17 3,9 
Supernatant po stočení organel (OS) 21,3 43,1 11,2 0,34 - 
Frakce LM (frakce 11)* 0,4 0,9 12 18,24 13,9 
Promytá frakce LM 0,1 0,3 8,8 38,5 29,6 
* Frakce 11 měla nejvyšší specifickou aktivitu β-Gluc v rámci sacharosového gradientu (viz obr. 17). 
Aktivity enzymů, které sloužily jako markery kontaminace jinými buněčnými součástmi, byly 
obecně nízké (méně než 1 % počáteční celkové aktivity), s výjimkou katalasy (2,6 %), což 
značí pro mírnou kontaminaci peroxisomy, a alkalické fosfatasy (marker plasmatické 
membrány). I vysoce purifikované preparáty LM avšak obsahují proteiny plasmatické 
membrány (Schröder B. et al., 2010). To není překvapivé, protože mezi těmito dvěma 
kompartmenty dochází skrze endocytosu a sekreční dráhu k početným interakcím (fúzím a 
oddělováním membránových váčků). Lysosomální lokalizace byla pozorována i u 5´-
nukleotidasy (Wattiaux R. et al., 1978), dalšího markeru plasmatické membrány.  
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O obohacení preparátu LM odstraněním periferních membránových proteinů nebo slabě 
navázaných luminálních proteinů pomocí oplachů s vysokým obsahem solí (např. 0,1 M 
Na2CO3; Bagshaw R.D. et al., 2005b) jsme se nepokoušeli. Tento krok může být prospěšný, 
protože snižuje komplexitu vzorku a odstraňuje proteiny nespecificky adsorbované na 
membrány při frakcionaci. Na druhou stranu vede ke ztrátě asociovaných proteinů, které jsou 
důležité pro transport a interakce lysosomu. 
Ačkoli naše metoda neposkytuje LM o vysoké čistotě, výsledné obohacení je porovnatelné 
s metodou izolace magnetickou chromatografií (Diettrich O. et al., 1998). Výhodou naší 
metody je, že nevyžaduje nefyziologickou zátěž endosomálně-lysosomálního systému 
magnetickými částicemi (nebo detergenty), které vedou ke vzniku abnormálních buněk. 
Metoda je robustní a velmi účinná při eliminaci mitochondriální kontaminace. Výsledky 
obohacení a výtěžnosti jsou velmi podobné u obou vyzkoušených buněčných linií HEK293 a 
HeLa, což naznačuje, že by mohla být adaptována i pro jiné typy buněk. 
Pro studium lokalizace látek v rámci různých buněčných kompartmentů je nicméně vhodnější 
využívat např. gradient vytvořený z iodixanolu, který umožňuje jemnější rozdělení organel 
(obr. 19). Tento gradient může být převrstven přímo postnukleárním supernatantem, čímž se 
s výhodou vyhneme resuspendaci pelety organelového koncentrátu. To je krok, který se musí 
provádět velice jemně, protože lysosomy obsahují velké množství degradativních enzymů. 
 
Obr. 19: Výsledek separace vzorku 
postnukleárního supernatantu na 
lineárním iodixanolovém (OptiPrep) 
gradientu: rozdělení u buněčné linie 
HeLa (A) a HEK293 (B). Frakce 
byly sbírány od hladiny a následně 
byla měřena aktivita glukocere-
robrosidasy  a β-hexosaminidasy (β-
Gluc a β-Hex, markery lysosomů),  
sukcinátdehydrogenasy (SDH, mar-
ker mitochondrií), katalasy (Cat, 
marker peroxisomů) a alkalické 
fosfatasy (ALP, marker plazmatické 
membrány).  
Aktivita je vyjádřena v procentech 
celkové aktivity, množství proteinu 
v procentech celkového množství. 
Z refrakčních indexů byla dopočítá-
na koncentrace OptiPrepu v procen-
tech. Frakce 1-7 odpovídají oblasti, 







4.2 Ověření vlivu promotorových variant genu HGSNAT 
Acetyl-CoA:α-glukosaminid N-acetyltransferasa (dále jen N-acetyltransferasa, HGSNAT, EC 
2.3.1.78) je lysosomální transmembránový enzym, který katalyzuje acetylaci glukosaminido-
vých zbytků v heparansulfátu, důležitý mezikrok při jeho degradaci. Deficit enzymu 
způsobuje Sanfilippův syndrom typu IIIC (mukopolysacharidosu typu IIIC, MPS IIIC, OMIM 
#252930). Enzym je kódován genem HGSNAT lokalizovaným v pericentromerické oblasti 
chromosomu 8 (Fan X. et al., 2006; Hrebicek M. et al., 2006). U HGSNAT byly identifi-
kovány dva potenciální iniciační kodony, downstream a upstream ATG (DS-ATG, US-ATG).  
V nedávném článku (Richtrova E. et al., 2016) jsme charakterizovali promotor genu HGSNAT 
jako promotor bez TATA (a CAAT) boxu, jehož klíčové elementy jsou obsaženy v úseku 
o délce 1054 bp nad exonem 1 (výsledky souhrně v obr. 20). Zhruba 400 bp této oblasti se 
překrývá s nemetylovaným CpG ostrůvkem. Pomocí metody 5´RACE (Rapid amplification of 
cDNA ends) byly identifikovány dva hlavní začátky transkripce (TSS) v pozici +1 a -15 
(počítáno od DS-ATG), a transkripty tak obsahují pouze DS-ATG (obr. 20G). Snížení 
reportérové aktivity v oblasti -101/-20 (obr. 20A) a -1073/-716 (obr. 20C) naznačilo 
přítomnost silných regulačních elementů. V oblasti -101/-20 byla predikována čtyři 
potenciální vazebná místa pro transkripční faktor Sp1 (Specificity protein 1) (označena A-D, 
obr. 20G). Cílená mutageneze jednotlivých míst (obr. 20D) vedla jak k významnému snížení 
reportérové aktivity na 55 % referenční hodnoty (místo Sp1-A, p < 0,05), tak k významnému 
zvýšení aktivity na zhruba dvojnásobek (místa Sp1-B a Sp1-C). U místa Sp1-D došlo 
k nevýznamnému snížení o 23 %. Vazba Sp1 byla následně potvrzena chromatinovou 
imunoprecipitací (obr. 20F) a potvrdila důležitost tohoto faktoru pro regulaci promotoru.  
Geny kódující lysosomální proteiny mají často promotory bez TATA boxu a nemetylovaný 
CpG ostrůvek a takové promotory jsou obvykle asociovány s konstitutivní expresí (Zhu J. et 
al., 2008). Předpokládá se, že u eukaryotických promotorů bez TATA boxu je vazba RNA 
polymerasy II a komplexu TFIID, a tudíž iniciace transkripce, umožněna faktorem Sp1  (Pugh 
B.F. A Tijan R., 1991; Gill G. et al., 1994; Emami K.H. et al., 1998), patřícího do rodiny Sp 
transkripčních faktorů se zinkovými prsty. Mnohonásobná vazebná místa pro Sp1 jsou častou 
charakteristikou promotorů bez TATA boxu a bývají lokalizována 40-80 bp nad začátkem 
transkripce (Smale S.T. a Kanadoge J.T., 2003). Molekuly Sp1 tvoří multimerní komplexy, 
které synergicky aktivují transkripci (Pascal E. a Tjian R., 1991). Vzájemné působení 
jednotlivých míst není plně pochopeno a v literatuře je taktéž popsáno snížení i zvýšení 
aktivity transkripce po zamezení vazby faktoru (Li R. et al., 1996; Hewetson A. et al., 2003).  
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Obr. 20: Charakterizace promotoru genu HGSNAT. (A-E) Analýza luciferasové aktivity u konstruktů obsahují-
cích vyznačené oblasti promotoru, popř. variace. AS značí protisměrnou (antisense) orientaci. Pro analýzu byla 
použita souprava Dual-Luciferase Reporter Assay System a tranzientní transfekce do HepG2 buněk. Hodnoty 
reprezentují průměr ± výběrovou směrodatnou odchylku nejméně dvou nezávislých měření, z nichž každé bylo 
provedeno v triplikátu. Hodnoty byly vztahovány ke konstruktu (-1305/-20), který představuje hodnotu 1. 
Prázdný vektor pGL4 byl použit jako negativní kontrola. (A) Deleční analýza v blízkosti začátku transkripce 
(TSS). (B) Analýza konstruktů v protisměrné orientaci. (C) Deleční analýza v 5´oblasti. (D) Funkční analýza 
vazebných míst pro Sp1. Každé místo bylo mutováno zvlášť. (E) Funkční analýza variant nalezených u pacientů 
s MPS IIIC. (F) Analýza vazby Sp1 pomocí chromatinové imunoprecipitace (ChIP). Fragmentovaná DNA 
z HepG2 buněk, které byly tranzientně transfekovány vektorem pN3-Sp1, byla použita pro imunoprecipitaci 
pomocí protilátky proti Sp1 (abSp1) nebo proti histonu H3 (abHisH3, pozitivní kontrola), popřípadě byla 
inkubována bez protilátky (ab -, negativní kontrola). Imunoprecipitáty a vstupní DNA (INPUT) byly použity pro 
PCR amplifikaci promotorových oblastí genů HGSNAT a SLC22A18, který sloužil jako pozitivní kontrola. (G) 
Schéma promotorové oblasti genu HGSNAT a exonu a intronu 1 (chr8:42994700-42996700; GRCh37/hg19). 
Vyznačeny jsou pozice dvou variant, rs4523300 a rs149596192. CpG ostrůvek je vyznačen tlustou černou čarou, 
nemetylovaný úsek ověřený bisulfitovým sekvenováním čárkovanou čarou. Nahoře je rozepsána sekvence 
oblasti obklopující TSS (-101/+50) a podtržením vyznačena predikovaná vazebná místa pro faktor Sp1. Nukleo-
tidy mutované při funkční analýze jsou vyznačeny tučným písmem, dva potenciální iniciační kodony rámečkem. 
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Promotorové fragmenty (-1305/-20 a -1305/+50) vložené v antisense orientaci (obr. 20B) 
vedly ke snížení reportérové aktivity na ~50-60 %, což ukazuje na divergentní iniciaci 
transkripce. To je relativně častý jev u lidských promotorů, který se neomezuje jenom na 
bidirekcionální promotory (Seila A.C. et al., 2008; Core L.J. et al., 2008). Upstream od genu 
HGSNAT (> 5 kb) neleží žádný známý gen, který by s ním mohl sdílet promotor. 
Úplný výčet predikovaných vazebných míst pro transkripční faktory (p-value < 10-6) lze 
nalézt v dodatku ke článku. Mezi potenciální vazebná místa s nižším skóre (p-value > 10-4) 
pak spadá i motiv CLEAR v oblasti -737/-742 a -867/-873, což je vazebné místo pro TFEB, 
hlavní regulátor biogeneze lysosomu a autofagie (Sardiello M. et al., 2009; Settembre C. et 
al., 2011). Tato vazebná místa ale pravděpodobně neslouží k vazbě TFEB. Velice málo 
opravdových motivů CLEAR leží více než 300 bp nad TSS a Palmieri a kol. při využití řady 
technik nepotvrdili vazbu TFEB na promotor HGSNAT (Palmieri M. et al., 2011). 
U pěti z 23 pacientů s MPS IIIC v našem souboru byla nalezena promotorová varianta 
rs4523300 (4 heterozygotně, 1 homozygotně) a u jednoho pacienta vzácná varianta 
rs149596192 (heterozygotně). Kvůli jejich potenciálně patogennímu dopadu byla provedena 
analýza těchto variant pomocí luciferasového reportérového systému, která ukázala, že obě 
varianty vedou k významnému snížení exprese reportéru (p < 0,05), a to na 68 % u rs4523300 
a 59 % u rs149596192 (obr. 20E). Bioinformatická studie nepredikovala, že by tyto záměny 
vedly k inaktivaci vazebného místa pro transkripční faktory.  
Následně jsme se zabývali analýzou aktivity N-acetyltransferasy v bílých krvinkách 
u zdravých osob nesoucích tyto varianty. U 100 kontrolních vzorků byla provedena 
genotypizace pomocí metody PCR-RFLP a u 68 z nich byla změřena aktivita N-
acetyltransferasy (obr. 21).  
Obr. 21: Aktivita N-acetyltransferasy u 68 
kontrolních osob, které byly na základě 
genotypu rozděleny do 6 skupin. Výsledky 
u prvních tří skupin jsou doplněny 
o krabicový diagram, jehož hranice jsou 
vymezeny 25. a 75. percentilem (rozmezí 
IQR), centrální linie ukazuje medián, 
symbol „+“ ukazuje průměr souboru. 
Vousy sahají do vzdálenosti minimální a 
maximální hodnoty v rámci rozmezí 1,5 
násobku IQR. Odlehlé hodnoty jsou zná-





Jednotlivé skupiny tvořilo 77 homozygotů pro WT alely (u 45 změřena aktivita), 14 
heterozygotů u rs4523300, 6 heterozygotů u rs149596192, 1 homozygot u každé varianty a 
1 osoba, která nesla heterozygotně obě varianty. Při porovnání skupin nebyl nalezen 
významný rozdíl. To není úplně překvapivé, protože u zdravých kontrol existuje značná 
variace v aktivitě N-acetyltransferasy. Je možné, že varianty mají pouze částečný vliv na 
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4.3 Vývoj nových metod pro stanovení zešikmení chromosomu X 
Místa na chromosomu X, která by potenciálně mohla být vhodná pro stanovení poměru XCI, 
byla vyhledána podle schématu na obr. 22. Z původních 84 oblastí byl výběr zúžen na 19, pro 
jejichž amplifikaci byly navrženy fluorescenčně značené primery. Na základě další selekce 
bylo vybráno 5 párů primerů, u kterých byly optimalizovány podmínky štěpení DNA a PCR 




















Obr. 23: (A) Pozice oblastí (genů), které byly vybrány pro návrh metod (schéma bylo adaptováno z UCSC 
Genome Browser). (B) Reprezentativní výsledky jednotlivých metod u vzorků mužské gDNA. Symboly +, – 
značí, zda byla gDNA před amplifikací štěpena pomocí metylačně senzitivního restrikčního enzymu 
(HpaII/HhaI), či nikoli. L, standard. 
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Takto byly navrženy metody I, II, III, IV a V, využívající oblasti genů RPS6KA3, CNKSR2, 
RPS6KA6, TMEM185A a HMGB3 (pozice na chromosomu X je naznačena na obr. 23A). 
Žádná ze studovaných oblastí nebyla amplifikována pomocí PCR u mužské gDNA, která byla 
v předchozím kroku štěpena pomocí metylačně senzitivního restrikčního enzymu (obr. 23B). 
Tyto oblasti tudíž nejsou metylované u aktivního chromosomu X.  
Nové metody byly dále validovány porovnáním jejich výsledků s výsledky standardní metody 
AR-MSP. Metoda AR-MSP je technicky náročnější varianta metody HUMARA založená na 
metylačně specifickém PCR, ale její výhodou je, že v každém vzorku je stanoven poměr XCI 
nejen na základě inaktivních chromosomů X, ale i komplementární poměr u aktivních 
chromosomů X. Správnost výsledků metody AR-MSP jsme potvrdili srovnáním 
s konvenční metodou HUMARA a s tranksripčními metodami. Při srovnání výsledků u 18 
vzorků (na škále 0-100 %) byla pozorována velmi vysoká korelace mezi AR-MSP a metodou 
HUMARA (Pearsonův korelační koeficient r = 0,926, p < 0,001). Průměrný rozdíl (MD) mezi 
metodami byl 0,5 % a standardní odchylka (SD) ± 7,9 %. Výsledky srovnání AR-MSP 
s transkripčními metodami (TA) jsou zpracovány na obr. 24. I zde byla zjištěna vysoká 
korelace a dobrá shoda výsledků. Proto byly pro další použití výsledky metody AR-MSP 
považovány za referenční a byly využity pro validaci nových metod.  
Obr. 24: Srovnání výsledků získaných pomocí transkripčních metod (TA) a metody AR-MSP (AR). (A) X-Y 
graf, zobrazena přímka y = x, Pearsonův korelační koeficient (r) a pravděpodobnost (p). (B) Bland-Altmanův 
graf, zobrazen je průměr rozdílů (plná přímka), jeho 95% konfidenční interval (tečkované přímky), 95% limity 
shody (přímky se střídajícími se čárkami a body), hodnota průměru rozdílů (MD) a směrodatné odchylky (SD). 
(C) Histogram pro hodnocení normality distribuce. 
Pro tyto účely byl použit soubor 100 kontrolních vzorků ženské gDNA získaných z krve. Před 
použitím jednotlivých metod bylo zjištěno, zda jsou využívané STR oblasti v jednotlivých 
oblastech polymorfní, tzn. jestli při amplifikaci vznikají délkově odlišené produkty. Metody 
pak byly považovány za informativní, jestliže vznikaly dva produkty lišící se nejméně o dvě 
jednotky repetice. Metoda I byla informativní u 13 vzorků, II u 18, III u 24, IV u 61 a metoda 
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V u 55 vzorků. Metoda HUMARA/AR-MSP byla ve srovnání s tím využitelná u 67 vzorků. 
Měření poměru XCI bylo u těchto vzorků provedeno tak, jak je popsáno v metodické sekci. 
Reprezentativní výsledky metod IV a V jsou uvedeny na obrázku (obr. 25). 
Obr. 25: Výsledky fragmentační analýzy – metoda IV (zeleně) a V (modře). Neštěpené (- HpaII) a štěpené 
(+ HpaII) vzorky byly amplifikovány s příslušnými primery a vzniklé produkty PCR u sady IV a V byly před 
separací kapilární elektroforézou smíchány. Analýza výsledků byla provedena pomocí softwaru GeneMapper. 
(A) Mužská DNA. Ve srovnání s neštěpeným vzorkem, u kterého vzniká vždy jen jeden produkt, u štěpeného 
vzorku nedochází k amplifikaci. (B) Ženská DNA. Výsledky analýzy u ženy s náhodnou inaktivací chromosomu 
X ukazují podobný poměr produktů u štěpené a neštěpené DNA. (C) Ženská DNA. Výsledky analýzy u ženy  
s extrémním zešikmením XCI ukazují, že jedna alela přítomná u neštěpeného vzorku prakticky chybí 
u štěpeného vzorku. 
Měření poměru XCI jednotlivými metodami bylo u každého vzorku provedeno dvakrát a na 
základě toho byl stanoven koeficient opakovatelnosti, který reprezentuje maximální rozdíl 
dvou opakovaných měření  (s 95% pravděpodobností). Pro jednotlivé metody měl koeficient 
hodnotu: 8,6 % u AR-MSP, 3,6 % u metody HUMARA (obdobný výsledek v Busque L. et 
al., 2009), 6,6 % u metody I, 3,6 % u metody II, 7,0 % u metody III, 8,1 % u metody IV a 
12,9 % u metody V, což potvrdilo, že jednotlivé metody poskytují konzistentní výsledky. 
Pouze metoda V je méně opakovatelná než referenční metoda AR-MSP.  
Výsledky poměru XCI naměřené v rámci našeho souboru (n = 86) odpovídají výsledkům 
naměřeným u dospělých žen (n = 415) v rámci větší studie (Amos-Landgraf J.M. et al., 2006). 
Z následující tabulky (tab. 5) lze vyčíst, že mezi studiemi není významný rozdíl 
v procentuálním zastoupení žen s vysokým zešikmením XCI. 
Tab. 5: Procento žen s vysokým poměrem XCI. 
Poměr XCI > 80:20 > 90:10 > 95:5 
naše studie 17,4 % 4,7 % 2,3 % 
Amos-Landgraf et al., 2006 14,2 % 3,6 % 1,7 % 
Nové metody byly dále srovnávány s referenční metodou. Protože je založena na rozdílné 
metylaci v promotorové oblasti genu AR, jsou její výsledky pouze aproximací skutečné 
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hodnoty poměru XCI. V takovémto případě srovnávání podobných nepřímých metod je 
vhodné použít metodu Blanda a Altmana (Bland J.M. a Altman D.G., 1986). Na obr. 26 je 
uvedeno srovnání X-Y grafů, Bland-Altmanových grafů a také histogramy pro posouzení 
normality. Na obr. 27 je uvedeno srovnání nejen s AR-MSP, ale také s ostatními novými 
metodami, pokud AR-MSP nebylo u daného vzorku informativní. Protože nebylo jisté, zda 
jsou alely jednotlivých STR oblastí in cis nebo in trans, jsou výsledky uvedeny ve škále 0–
50 %, kde 0 % odpovídá stejné expresi obou alel a 50 % odpovídá expresi výlučně jedné 
alely.  
Obr. 26: Srovnání výsledků získaných pomocí jednotlivých metod a metody AR-MSP (AR). Každé metodě je 
věnován jeden sloupec. (A) X-Y graf, zobrazena přímka y = x, Pearsonův korelační koeficient (r) a 
pravděpodobnost (p). (B) Bland-Altmanův graf, zobrazen je průměr rozdílů (plná přímka), jeho 95% konfidenční 
interval (tečkované přímky), 95% limity shody (přímky se střídajícími se čárkami a body), hodnota průměru 
rozdílů (MD) a směrodatné odchylky (SD). (C) Histogram rozdílů pro hodnocení normality distribuce. 
Obr. 27: Srovnání výsledků získaných pomocí jednotlivých metod a metody AR-MSP (AR). Jestliže AR-MSP 
nebylo u vzorku informativní, bylo srovnání provedeno s jinou novou metodou, popřípadě s průměrem více 
metod, pokud byl k dispozici. Symboly metod uvedeny v legendě.  
Kvůli malé informativnosti metody I bylo možné s AR-MSP srovnat výsledky pouze u sedmi 
vzorků a ty nekorelovaly (r = -0,075). U pěti vzorků bylo možné porovnat výsledky 
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s ostatními novými metodami a toto srovnání naopak ukazovalo velmi dobrou shodu. 
V každém případě šlo ale o velmi malý počet vzorků. Obdobných výsledků bylo dosaženo i 
u metody III. Ta byla více informativní, ale bohužel nebylo možné srovnat s metodou AR-
MSP výsledky u vzorků s vysokým zešikmením XCI, čímž toto srovnání utrpělo (r = 0,134). 
U metody II byla pozorována vysoká korelace s AR-MSP (r = 0,868, p < 0,001). Průměr 
rozdílů byl -0,8 % (SD ± 4,1 %). Korelace u metody IV byla také vysoká (r = 0,716, 
p < 0,001), průměr rozdílů 2,8 % (SD ± 8,9 %). U metody V byla pozorována střední úroveň 
korelace (r = 0,672, p < 0,001), průměr rozdílů 6,4 % (SD ± 9,8 %). V kontrastu s ostatními 
metodami konfidenční interval pro průměr rozdílů neobsahoval nulu, z čehož vyplývá, že 
u této metody může existovat tzv. vychýlení měření. Histogramy rozdílů jsou na tomto místě 
více relevantní u metody IV a V, u kterých je naměřeno více dat a naznačují normální 
distribuci. 
Na základě těchto výsledků můžeme shrnout, že nejlepší shodu s referenční metodou AR-
MSP vykazuje metoda II, která má velmi nízkou směrodatnou odchylku rozdílů měření, a 
proto úzké 95% limity shody (vypočtené jako průměr  ± 1,96*SD). Bohužel tato metoda často 
není použitelná, kvůli málo polymorfní STR oblasti (informativnost 18 %). Na druhou stranu 
metody IV a V mají STR oblasti mnohem variabilnější, ale trpí širšími 95% limity shody. 
Proto se musí očekávat určitá míra neshody při použití těchto metod. Na základě našich dat se 
nedá přímo podpořit používání metody I a III. Je třeba poznamenat, že v literatuře se takto 
zevrubné srovnávání při zavádění nových metod nepoužívá, takže naše výsledky přinášejí i 
představu o tom, nakolik se výsledky poměru XCI mohou běžně lišit. 
Měření poměru XCI pomocí metody AR-MSP/HUMARA v kombinaci s metodami II, IV a V 
vede k významnému zvýšení počtu vzorků, u kterých lze tento poměr stanovit, a to z 67 % na 
96 %. Navíc je možné u 69 % vzorků provést stanovení pomocí dvou a více metod, a tím se 
zvyšuje spolehlivost výsledku. Protože byla demonstrována dobrá shoda s referenční 
metodou, dají se tyto metody používat pro vyšetření vzorků, u kterých je metoda HUMARA 
neinformativní, nicméně u metody V bylo pozorováno pozitivní vychýlení měření, což 
znamená, že u této metody mohou být výsledky mírně nadhodnoceny. Bland a Altman (Bland 
J.M. a Altman D.G., 1986) v takovém případě navrhují možnost hodnotu vychýlení (zde 
6,4 %) od výsledku odečíst. To je možné, protože je splněna podmínka, aby vychýlení bylo 
konstantní v celé škále hodnot.  
Zajímavým výsledkem u našeho souboru byla diskrepance u jednoho ze vzorků (no. 79, 
tab. S1), který poskytoval významně odlišné výsledky u metod založených na metylaci 
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v oblasti genu AR (26,9 %) a u našich nových metod I, IV a V i transkripčních metod 
(~6,9 %). Tuto diskrepanci lze pozorovat i v grafech (obr. 24 a 26), kde se jedná o bod 
nejvzdálenější od průměru rozdílu metod u Bland-Altmanových grafů. Podobné případy jsou 
popsány v literatuře (Beever C. et al., 2003; Bertelsen B. et al., 2011) a může k nim docházet, 
jestliže metylace studované oblasti nekoreluje s inaktivací chromosomu X.  
Do určité míry může ke vzniku diskrepancí také přispívat přítomnost tzv. stutter píků. Nové 
metody jsou tudíž velmi užitečné nejen pro měření u vzorků, u kterých je oblast genu AR 
neinformativní, ale také pro potvrzení výsledků. Metoda HUMARA je považována za zlatý 
standard pro měření poměru XCI a je zdaleka nejpoužívanější metodou v této oblasti. Její 
výsledky obecně souhlasí s X-inaktivací, ale existují námitky proti tomu, aby se bez výhrady 
používala jako pravý poměr XCI. Swierczek a kol. (Swierczek S.I. et al., 2012) zjistili, že 
alelická exprese genu AR nekoreluje úplně s výsledky metody HUMARA. Podle autorů je to 
způsobeno tím, že metoda HUMARA nevyužívá metylace DNA přímo v promotoru genu AR 
ale v prvním exonu. Na druhou stranu, Mossner a kol. (Mossner M. et al., 2013) upozornili na 
možné technické problémy v provedení předchozí studie. Tato problematika ještě není 
uzavřená a je potřeba zdůraznit, že obě studie se zabývaly souborem zhruba třiceti vzorků. 
Spekulace, kterou navrhl Swierczek a kol. by mohla dobře vysvětlit diskrepanci u vzorku 
z našeho souboru zmíněného výše. 
Při zpětném porovnání s nejnovějšími poznatky získanými na základě metylace DNA 
analyzované ve 27 tkáních různých žen (Cotton A.M. et al., 2015) můžeme geny využívané 
našimi metodami zařadit mezi stabilně inaktivované napříč všemi tkáněmi, zatímco gen AR 
byl u 8 tkání klasifikován jako gen s variabilním únikem. 
Výhodou našich nových metod je to, že jsou všechny založeny na trinukleotidových 
repeticích, u kterých je obecně menší riziko zkreslení výsledků kvůli tzv. stutter píkům než 
u metod s dinukleotidovými repeticemi. Při kombinaci metody II, IV a V s metodou 
HUMARA je třeba vytvořit pouze dvě restrikční směsi na jeden vzorek a produkty PCR 
jednotlivých metod lze před separací pomocí kapilární elektroforézy smíchat díky různému 








4.4 Aplikace nových metod pro stanovení zešikmení chromosomu X 
Vyvinuté metody pro stanovení poměru X-inaktivace jsou vhodné i pro ostatní aplikace, ve 
kterých se využívá metoda HUMARA, například pro určení klonality nádorových tkání. 
Nicméně jejich hlavní výhoda spočívá v měření poměru XCI u vysokého procenta vzorků, 
u kterých metoda HUMARA není informativní. Naše nové metody jsou robustní a vhodné pro 
rutinní analýzu, nicméně z důvodů popsaných v předchozí kapitole je vhodné používat jejich 
kombinaci, popřípadě výsledky metody HUMARA doplňovat jinou metodou. Naše metody 
pro měření poměru XCI byly využity v rámci projektů, které jsou popsány níže. 
4.4.1 Analýza poměrů XCI u dívky s velmi vzácnou manifestací MPS II 
Prevalence MPS II se pohybuje v rozmezí 0,43-1,09 na 100 000 živě narozených dětí 
(Poupetova H. et al., 2010). Drtivá většina pacientů jsou muži a v literatuře nalezneme pouze 
omezené množství symptomatických žen (viz tab. 7). Jedna z těchto žen (no. 7) měla defektní 
obě alely IDS. U zbývajících pacientek byla příčinou onemocnění kombinace jedné mutované 
(poškozené) alely IDS a vysokého zešikmení XCI s preferenční inaktivací zdravé alely, což 
bylo v některých případech (např. no. 1 a 16) způsobeno strukturní abnormalitou. Tabulka 
navíc ukazuje, že mutovaná alela je často zděděna od matky s vyrovnaným poměrem X-
inaktivace.  
V nedávném článku (Řeboun M. et al., 2016) jsme popsali první případ dívky s manifestací 
MPS II v České republice. Holčička se narodila v roce 2010 zdravým, nepříbuzným rodičům 
původem z Ukrajiny a její počáteční vývoj byl normální. Ve věku dvou let byly pozorovány 
první potíže (chrápání, problémy s řečí a se sluchem) a ve věku tří let byla zaznamenána 
mírná mentální retardace, mírná hepatosplenomegalie, hrubé rysy obličeje, hyperplazie dásní 
a jiné příznaky a změny odhalené rentgenovým vyšetřením skeletu. V moči byla nalezena 
nadměrná exkrece heparansulfátu a dermatansulfátu (60,5-65,7 g/mol kreatininu; kontroly 
< 15,5 g/mol). V leukocytech a séru byla naměřena výrazně snížená aktivita enzymu IDS 
(tab. 6), zatímco aktivity celé řady dalších lysosomálních enzymů byly v kontrolním rozmezí 
(ukázáno na příkladu dvou enzymů). 
Tab. 6: Aktivity lysosomálních enzymů v leukocytech a séru. 
Zdroj Enzym (typ MPS) 
Aktivita enzymu (nmol/mg/1-17h) 
Pacientka Matka Otec Kontroly 
Leukocyty 
β-galaktosidasa (kontrolní enzym) 144 175 146 95-272 
α-iduronidasa (MPS I) 35     18,1-57,5 
iduronát-2-sulfatasa (MPS II) 0,46 49,2   28,1-70,4 
Sérum iduronát-2-sulfatasa (MPS II) 19     364-954 
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Tab. 7: Seznam případů pacientek s manifestací MPS II a odkazy na literaturu. 
   
No. Genetický defekt Příčina klinické manifestace 
Metodika stanovení  
poměru XCI Výsledek stanovení Situace u příbuzných Ref. 
1 Reciproká translokace t(X;5) 
(q28;q33) porušující gen IDS  
Porušení genu IDS +  BrdU značení Pozdní replikace normálního 
chromosomu X 
Translokace u rodičů nenalezena Mossman J. et al., 1983; 
Roberts S.H. et al. 1989 zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
2 del(Xq25) + mutace v genu 
IDS  
Mutace jedné alely +  BrdU značení Pozdní replikace chromosomu X s 
delecí 
Delece u rodičů nenalezena, u matky 
snížená aktivita IDS  
Broadhead D.M. et al., 
1986 zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
3 Delece oblasti Xq27.3-q28  Delece paternálním chr. X +  Metylace DXS255; hybridní 
buňky; analýza IDS cDNA 
Pouze paternální (mutovaný) 
chromosom X je aktivní 
Delece u matky nenalezena, matka 
má vyrovnaný poměr XCI 
Clarke J.T. et al., 1990; 
1991; 1992 zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
4 Informace nedostupná Mutace jedné alely +  Metylace DXS255  Zešikmení X-inaktivace Identické dvojče nemanifestuje MPS 
II a má vyrovnaný poměr XCI 
Winchester B. et al., 
1992 zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
5 c.1403G>A (p.R468Q) Mutace jedné alely +  Hybridní buňky; metylace AR; 
restrikční analýza IDS cDNA  
Pouze maternální (mutovaný) 
chromosom X je aktivní 
Matka (het.) má vyrovnaný poměr 
XCI 
Sukegawa K. et al., 1997 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
6 c.1403G>T (p.R468L) Mutace jedné alely +  Metylace AR; restrikční 
analýza IDS cDNA  
Pouze maternální (mutovaný) 
chromosom X je aktivní 
Matka (het.) má vyrovnaný poměr 
XCI 
Sukegawa K. et al., 1998 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
7 p.L41P (homozygotně) Obě alely defektní Metylace DXS255, MAOA, AR Extrémní zešikmení, nedáváno do 
souvislosti s onemocněním 
Matka (het.) má vyrovnaný poměr 
XCI 
Cudry S. et al., 2000 
8 Delece 3254bp včetně celého 
exonu 8, inserce 20bp 
Delece na paternálním chr. X + Metylace DXS255, MAOA, AR, 
FMR1 
Pouze paternální (mutovaný) 
chromosom je aktivní 
Mutace u rodičů nenalezena, matka a 
sestra mají vyrovnaný poměr XCI 
Cudry S. et al., 2000 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
9 Delece c.706-719, inserce G Delece na maternálním chr. X + Metylace AR, sekvenování IDS 
cDNA 
Pouze maternální (mutovaný) 
chromosom je aktivní 
Matka (het.) má vyrovnaný poměr 
XCI 
Tuschl K. et al., 2005 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
10 Intragenová inverze 
(rekombinace gen-pseudogen) 
Inverze na maternálním chr. X + Metylace AR Pouze maternální (mutovaný) 
chromosom je aktivní 
Matka (het.) - poměr XCI 
nestanoven/neukázán 
Manara et al., 2010 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
11 c.1327C>T (p.R443*) Mutace jedné alely +  Metylace AR, FMR1 Metody nejsou informativní Dcera (het.) - poměr XCI nestanoven Sohn Y.B. et al., 2010 
předpokládáno zešikmení XCI 
12 c.1568A>G (p.Y523C) Mutace jedné alely +  Metylace AR 97:3, maternální (mutovaný) 
chromosom je preferenčně aktivní 
Matka, teta, babička (het.) mají 
poměr XCI (20:80, 30:70 a 74:26)   
Kloska A. et al., 2011 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
13 c.879G>A (p.Y285Efs*47, 
sestřihová mutace) 
Mutace jedné alely +  Metylace AR; sekvenování IDS 
cDNA 
>95:5, maternální (mutovaný) 
chromosom je preferenčně aktivní 
Matka, sestra (het.) mají vyrovnaný 
poměr XCI (40:60 u matky) 
Zhang H. et al., 2011 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
14 Delece exonů 1-4 (min. 
rozmezí: c.1-103_184del)  
Mutace jedné alely +  Nespecifikováno Neukázáno Delece u matky a sestry nenalezena 
(extrémní poměry XCI), otec zdravý 
Jurecka A. et al., 2012 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
15 c.1327C>T (p.R443*) Mutace jedné alely +  Metylace AR 92:8 (parentální původ 
nespecifikován) 
Mutace u matky a sestry nenalezena, 
otec zdravý 
Piña-Aguilar R.E. et al., 
2013 zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
16 Reciproká translokace t(X;9) 
(q28;q12) nepoškozující IDS 
Poškození regulace exprese IDS +  BrdU značení; metylace AR 100:0, paternální chromosom (s 
translokací) je preferenčně aktivní 
Translokace u rodičů nenalezena Lonardo F. et al., 2014 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
17 c.1403G>A (p.R468Q) Mutace jedné alely +  Metylace AR, CNKSR2; 
transkripční  metoda (LAMP2)  
>96:4, paternální (mutovaný) 
chromosom je preferenčně aktivní 
Mutace u rodičů nenalezena, matka 
má vyrovnaný poměr XCI 
Řeboun M. et al., 2016 
zešikmení XCI (inaktivace WT alely)  
Poměry XCI jsou udávány ve formátu aktivní Xmut:XWT. Zkratka „het.“ označuje heterozygotně přítomnou mutaci, bez manifestace.   
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Dívka je nyní na enzymové substituční terapii, exkrece glykosaminoglykanů se snížila na 
hodnotu 19,5-22,5 g/mol kreatinininu, ale problémy s řečí přetrvávají a rozvoj motorických 
schopností je opožděný. 
Při vyšetření genu IDS byla nalezena heterozygotní mutace c.1403G>A (p.Arg468Gln). Tato 
mutace je rekurentní (Brusius-Facchin A.C. et al., 2014), má závažné dopady na enzymovou 
aktivitu a procesování proteinu IDS (Sukegawa-Hayasaka K. et al., 2006) a u rodičů nebyla 
nalezena. Žádné další patogenní změny při vyšetření možnosti rekombinace mezi genem a 
pseudogenem a při analýze delecí/duplikací metodou MLPA nebyly nalezeny.  
Kvůli možnosti somatického mosaicismu u rodičů, bylo u DNA izolované z tří buněčných 
typů (periferní leukocyty, močový sediment a bukální stěry) provedeno hluboké sekvenování 
PCR amplikonů. Počet čtení mutované alely byl u všech vzorků pod detekčním limitem 
(< 0,5 %), somatický mosaicismus tudíž nebyl nalezen, ale germinální mosaicismus vyloučit 
nelze. 
Vyšetření metylace v oblasti genu AR ukázalo u pacientky extrémní zešikmení jak 
v leukocytech získaných z krve, tak u bukálních stěrů (tab. 8). Maternální alela byla téměř 
kompletně inaktivována. Stejný výsledek byl nalezen při vyšetření genu CNKSR2. Při 
vyšetření transkriptů hlubokým sekvenováním byla u genu LAMP2 nalezena zdánlivá 
homozygozita pro paternální alelu c.156A a u genu IDS exkluzivní exprese mutované alely. 
Tab. 8: Analýza transkriptů genu IDS a inaktivace chromosomu X ve třech oblastech.  
Vzorek 
Metylačně sensitivní metoda Analýza transkriptu 
AR CNSKR2  LAMP2 IDS 
Xq12 Xp22.12 Xq24 Xq28 
(%) (%) A:T (%) G:A (%) 
Proband (leukocyty) 98:2 99:1 100:0 0,5:99,5 
Proband (bukální stěry) 96:4 n.d. n.d.  n.d.  
Matka (leukocyty) n.i. 70:30 n.d.  n.d.  
n.d. neměřeno; n.i. neinformativní marker 
Z izolovaných mononukleárních buněk periferní krve (PBMC) byly připraveny dvě iPSC 
buněčné linie. Tyto buňky byly positivní pro charakterické markery pluripotence (Oct3/4, 
SSEA4, anti-TRA-1-81, Lin28 a Sox2) a měly výrazně sníženou aktivitu enzymu IDS (1,49 a 
2,32 nmol/mg/h) ve srovnání s kontrolami (17,15 a 21,32 nmol/mg/h). Tyto linie měly 
potenciál se diferencovat do kardiomyocytů a neuronálních buněk. Analýza poměru XCI 
u těchto dvou iPSC klonů, které byly kultivovány za běžných podmínek ukázala stejný 
výsledek jako u leukocytů (prefereční inaktivaci maternální alely, poměr 98:2). Při využití 
podmínek, které by měly vést k vytvoření iPSC s vyšším pluripotenčním potenciálem (naїve 
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iPSC) a resetování X-inaktivace (Gafni O. et al., 2013), nedošlo ke změně poměru XCI. Pro 
tento výsledek existují tři vysvětlení: 1) chromosom X zůstal inaktivní a nedošlo k resetování 
X-inaktivace, 2) k resetování došlo, ale chromosom X není posléze inaktivován náhodně, 3) 
část buněk dosáhla reprogramovaného stavu, kdy jsou oba chromosomy X v buňce aktivní, to 
ale nelze metylačně sensitivní metodou odhalit. Nicméně u linie získané od heterozygotní 
ženy s Fabryho chorobou, došlo k posunu z poměru 97:3 na poměr 80:20. Tyto linie mohou 
být v budoucnu velmi užitečné nejen pro výzkum patogeneze onemocnění a testování různých 
terapeutických přístupů, ale také pro výzkum obecných mechanismů inaktivace chromosomu 
X a příčin vedoucích k extrémnímu zešikmení. 
Jak je ukázáno v tabulce 7, extrémní zešikmení (> 95:5) ve prospěch aktivní mutované alely 
je velmi častým jevem u symptomatických pacientek s MPS II (zatímco jejich taktéž 
heterozygotní matky mají náhodný poměr XCI). U pacientek je v souladu s tím nalezena 
velmi nízká aktivita enzymu IDS, srovnatelná s hemizygotními muži. MPS II se tak 
významně liší od Fabryho choroby, jiného X-vázaného lysosomálního onemocnění, kde 
u většiny heterozygotních žen se střední úrovní enzymové aktivity dochází k vývoji 
symptomů, ačkoli později než u hemizygotních mužů. Podle předpokladu (Conzelmann E. a 
Sandhof K., 1983) by úroveň enzymové aktivity vyšší než cca 10 % měla být dostatečná pro 
normální degradaci substrátu. Avšak u X-vázaných onemocnění je situace jiná, protože zde 
existují okrsky deficitních buněk, kde je chromosom X bez mutace inaktivován. Absence 
symptomů u většiny heterozygotních žen s mutací v genu IDS může být vysvětlena velmi 
nízkým prahem postačujícím pro degradaci substrátu nebo vyšším příjmem externího enzymu 
do deficitních buněk. Otázkou, zda jsou tyto ženy opravdu asymptomatické se zabývala studie 
(L.L. de Camargo Pinto et al., 2010), která nenašla ani slabé známky onemocnění. Menší 
studie (E. Guillén-Navarro et al., 2013) v rozporu s tím prosazuje, že i u žen s poměrem 
XCI > 75:25 ve prospěch aktivní mutované alely může docházet k progresivní, mírné klinické 
manifestaci. Výsledky této studie jsou ale limitované např. tím, že nestanovili, která alela je 
inaktivovaná, a měření provedli pouze u DNA získané z krve. 
Naše výsledky v kombinaci s informacemi v literatuře ukazují, že vyšetření poměru XCI 
u MPS II má prognostickou hodnotu a mělo by se využívat. Při nalezení extrémního 
zešikmení X-inaktivace ve prospěch aktivního mutovaného chromosomu X, což je zřejmě 
asociováno s vysokým rizikem vývoje symptomů, by brzké zavedení enzymové substituční 




4.4.2 Analýza poměrů XCI v rodině s mutací v genu HPRT1 
Deficit hypoxantin-guaninfosforibosyltransferasy (HPRT/HGPRT) je vrozenou poruchou 
purinového metabolismu, u které rozpoznáváme odlišné formy onemocnění. Enzym HPRT 
(EC 2.4.2.8) je kódován genem HPRT1 v oblasti Xq26.2 a má centrální roli ve zpětném 
využití produktů katabolismu purinových nukleotidů (viz obr. 28). 
 
Obr. 28: HPRT katalyzuje za 
přítomnosti fosforibosylpyrofos-
fátu (PRPP) dvě obdobné reakce: 
konverzi guaninu na guanosinmo-
nofosfát (GMP) a hypoxantinu na 
inosinmonofosfát (IMP). Adapto-
váno z literatury (Torres R.J. a 
Juan G.P., 2007). 
 
 
Částečný deficit enzymu (> 8 % aktivity), také známý jako Kelley-Seegmillerův syndrom 
(OMIM #300323), je obvykle asociován s nadprodukcí purinů hypoxantinu a xantinu, která 
vede ke zvýšené syntéze kyseliny močové (hyperurikémii, dně, urolitiase a nefrolitiase). 
Zvýšené množství těchto metabolitů lze detekovat i v moči. Klinická manifestace může do 
různé míry zahrnovat neurologické poruchy (varianty Lesch-Nyhanova syndromu) a 
u klasického Lesch-Nyhanova syndromu (OMIM #300322; < 1,5 % aktivity) typické sebe-
poškozující chování. Heterozygotní ženy bývají asymptomatické. Diagnostika žen na základě 
biochemických údajů a enzymových aktivit je nespolehlivá (viz dále), což značně komplikuje 
situaci, není-li identifikována mutace v genu HPRT1 (Torres R.J. et al., 2012). 
My jsme měli příležitost studovat klinické, biochemické a molekulárně genetické 
charakteristiky u české rodiny s hyperurikémií a mutací v genu HPRT1 (Kostalova E. et al., 
2015). Rodokmen této rodiny a další údaje jsou zobrazeny na obr. 29. 
 
Obr. 29: Rodokmen rodiny. Ve výsečích je 
vyznačeno, zda se u jednotlivých osob vyskytuje 
hyperurikémie, dna, či deficit enzymu HPRT 
v erytrocytech a zda je přítomna sestřihová 









Dříve popsaná sestřihová mutace c.402+1G>A v genu HPRT1 (Jinnah H.A. et al., 2000; Fu R. 
et al., 2014) byla v této rodině nalezena u jednoho chlapce a čtyř žen. Tři z těchto žen (II.1, 
III.1, III.3) měly hyperurikémii a normální exkreci purinů v moči, jedna (II.2) měla normální 
hodnoty urikémie. U ženy II.1 se navíc od věku 33 let vyvinulo několik dnavých záchvatů a je 
denně léčena 200 mg allopurinolu. Její synovec (III.4) s Lesch-Nyhanovým syndromem měl 
neurologické symptomy, hyperurikémii, hyperurikosurii, zvýšenou exkreci hypoxantinu a 
xantinu v moči a velmi nízkou aktivitu HPRT v erytrocytech. Pacient I.1 je léčen pro 
hyperurikémii a dnu od věku 53 let. Přesnější biochemická, klinická a genetická data jsou 
shrnuta v článku (Kostalova E. et al., 2015), kde jsou uvedeny i nalezené polymorfismy 
(rs1165165, rs2231142, rs16890979) urátových transportérů (SLC17A3, ABCG2 a SLC2A9) 
asociované s hyperurikémií (Dehghan A. et al., 2008). Tyto variace a jejich segregace ale 
nevysvětlily rozdíly pozorované ve zkoumané rodině. 
Pro možné vysvětlení rozdílu mezi ženami II.1 a II.2 bylo provedeno měření poměru XCI 
pomocí našich metylačních metod (Musalkova D. et al., 2015). Standardní metoda HUMARA 
nebyla využitelná. Původ jednotlivých alel bylo možné rozlišit na základě analýzy otcovy 
(I.1) genomové DNA (obr. 30). Při analýze poměru XCI byly amplifikovány produkty PCR, 
jejichž velikost naznačovala, že u chromosomu X došlo při meiotickém dělení k rekombinaci 
úseků DNA. Tyto výsledky byly zpřesněny pomocí analýzy 12 STR markerů na chromosomu 










Obr. 30: Pozice oblastí využívaných našimi metylačními metodami (tučně) a STR markerů ze soupravy 
Investigator Argus X-12 (Qiagen) na chromosomu X (schéma bylo adaptováno z UCSC Genome Browser). 
Čísla uvádějí velikosti PCR produktů v bp (tučně), popř. počet repetic. Názvy STR markerů jsou uvedeny 
v metodické sekci. U chromosomů jsou barevně označeny oblasti obsahující markery o stejné délce, přesná 
rozhraní oblastí neznáme a jsou naznačena pouze velmi hrubě. 
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Výsledky stanovení ukázaly extrémní zešikmení (SD ± 0,1 %) u genomové DNA izolované 
z leukocytů, tzn. poměr 0,4:99,6 u ženy II.1 a 1,5:98,5 až 0,2:99,8 u ženy II.2, s preferenčně 
aktivní paternální WT alelou. Stejný výsledek byl nalezen i u dívky III.3 a naznačoval možné 
sekundární zešikmení v krvi způsobené selekcí buněk s aktivním chromosomem X bez 
mutace v genu HPRT1. K tomuto jevu může docházet, pokud má daná mutace v genu HPRT1 
závažný dopad na aktivitu enzymu (Migeon B.R., 2014), což je v tomto případě splněno. 
Selekční tlak působí i proti HPRT- prekurzorům erytrocytů a má za následek, že naměřená 
hodnota aktivity HPRT v periferní krvi spadá do normálního rozmezí (Hakoda M. et al., 
1995).  
Stanovení bylo tudíž doplněno u genomové DNA izolované z moči a/nebo bukálních stěrů. 
U pacientky II.2 a její dcery III.3 byla nalezena náhodná inaktivace (rozmezí 49:51 až 45:55), 
zatímco u pacientky II.1 bylo nalezeno mírné zešikmení ve prospěch aktivní paternální alely 
(poměr 22:78). Příčina významného rozdílu pozorovaného mezi oběma sestrami proto zůstává 
otevřenou otázkou. 
Hodnoty urikémie jsou ovlivněny mnoha faktory, jak genetickými, tak environmentálními, a 
hyperurikémie může být výsledkem zvýšené produkce a/nebo neúčinné renální exkrece 
kyseliny močové. Proto vyvstává otázka, zda v této rodině hyperurikémie u žen souvisí 
s přítomností mutace v genu HPRT1. Nicméně u tří dalších nepříbuzných asymptomatických 
heterozygotních žen z rodin s deficitem HPRT (viz článek Kostalova E. et al., 2015) byla také 
nalezena hyperurikémie a normální exkrece purinů. Deficit HPRT se zřejmě může 
prezentovat jako hyperurikémie a/nebo dna jak u mužů, tak i u heterozygotních žen a tato 













4.4.3 Analýza poměrů XCI v explantátu jater dívky s deficitem OTC 
Deficit OTC (OMIM #311250) je nejčastější dědičná porucha močovinového cyklu. Gen OTC 
je lokalizován v oblasti Xp21.1 a podléhá inaktivaci. Exprimován je výlučně v jaterních 
hepatocytech (a střevní mukóze) a kóduje ornitintranskarbamylasu (OTC, E.C. 2.1.3.3.), 
enzym mitochondriální matrix, který katalyzuje reakci mezi karbamylfosfátem a ornitinem za 
vzniku citrulinu a fosfátu (obr. 31).  








Deficit OTC je asociován se závažnou hyperamonémií, která může vést až k edému mozku a 
smrti. Může se projevovat jako neonatální onemocnění (skoro výhradně u chlapců) nebo 
postneonatální onemocnění (částečný deficit) kdykoli během života. Opakované episody 
hyperamonémie u pacientů s částečně zachovanou aktivitou enzymu mohou vést ke 
kognitivnímu postižení. Hyperamonemická krize může být navozena různými stresory, jako 
jsou operace, nehoda (Choi J.H. et al., 2015), vysoký příjem proteinu (Reddy D.B. et al., 
2013), poporodní období, hladovění, užití určitých léčiv, chemoterapie a jiné (Cavicchi C. et 
al., 2014). Onemocnění je dlouhodobě léčeno dietou. Akutní episody hyperamonémie 
vyžadují agresivní léčbu snižující koncentraci amoniaku (hemodialýza, peritoneální dialýza, 
výměnná transfúze) a zajištění kalorického příjmu pro prevenci katabolismu. U pacientů se 
špatnou metabolickou kompenzací na dietě je možno zvážit transplantaci jater. Klinické 
symptomy u heterozygotních žen jsou velmi variabilní, jak co se týče nástupu onemocnění, 
tak jeho závažnosti, a souvisí s genotypem a poměrem X-inaktivace v játrech (Yorifuji T. et 
al., 1998). Část žen zůstává asymptomatická. Existuje případ dárkyně, u které se vyvinuly 
symptomy po darování ~60 % objemu jater, u kterých byl při biopsii normální histologický 
nález. Symptomy se vyvinuly i u jejího bratra, který byl příjemcem (Mukhtar A. et al., 2013). 
My jsme měli možnost detailně studovat poměry XCI a další parametry u dívky s klinickou 
manifestací deficitu OTC. U pacientky bylo zjištěno, že nese heterozygotně rekurentní mutaci 
c.583G>C (p.G195R) v exonu 6 (Choi J.H. et al., 2015; Kim G.H. et al., 2006; Tuchman M. 
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et al., 1994), kterou sdědila od matky (popsána v Storkanova G. et al., 2013).  
Protein OTC je v cytoplazmě syntetizován jako 354 aminokyselin dlouhý preprotein, u něhož 
je po importu do mitochondrie odstřiženo prvních 32 aminokyselin a vzniká funkční protein 
v podobě homotrimeru. Aktivní místo je zformováno na rozhraní podjednotek trimeru. 
Aktivita enzymu je regulována posttranslačním mechanismem, acetylací lysinu 88 v blízkosti 
aktivního místa (obr. 32), která snižuje enzymovou aktivitu (Yu W. et al., 2009). Deacetylace 
je zprostředkována mitochondriálním sirtuinem Sirt3, NAD+ dependentní deacetylasou, která 
stimuluje OTC při hladovění organismu (Hallows W.C. et al., 2011) a funguje jako 
metabolický sensor reagující na množství NAD+ v mitochondriích. Obdobně např. Sirt5 
stimuluje karbamylfosfátsyntetasu (CPS1), další enzym močovinového cyklu (obr. 31) 
(Nakagawa T. et al., 2009; Li L. et al., 2016).  
Obr. 32: Struktura lidské formy proteinu OTC (ID: 1EP9; Shi D. et al., 2001) s navázaným karbamylfosfátem. 
Protein je ukázán ve dvou polohách jako tzv. space-filling model. Barva vyznačuje konzervovanost 
aminokyselin ve škále 1 (nejnižší, tyrkysová) až 9 (nejvyšší, burgundská fialová), tak jak na základě srovnání 
sekvence 150 proteinů vypočítal program Consurf (http://consurf.tau.ac.il; Landau M. et al., 2005; Ashkenazy H. 
et al., 2016). Pro výpočet bylo použito výchozí nastavení. Mutovaná, vysoce konzervovaná aminokyselina 
glycinu 195 (skóre 9) se ve struktuře nachází pod vyznačeným aspartátem 196. Dále je vyznačen histidin 117 
(skóre 9), který doplňuje aktivní místo vedlejší podjednotky, lysin 88 (skóre 9), který podléhá acetylaci sirtuinem 
Sirt3, a lysin 46 (skóre 1), který v důsledku polymorfismu rs1800321 může být zaměněn za arginin. Vpravo 
nahoře se nachází zjednodušená reprezentace srovnání 566 forem proteinu OTC (adaptováno ze stránky 
http://ureacycle.cnmcresearch.org). Číslování odpovídá lidské formě proteinu, velikost písmen odpovídá 
konzervovanosti. 
OTC je evolučně vysoce konzervovaný protein a struktura lidské formy byla určena na 
základě krystalografie (ID v databázi RCSB PDB: 1OTH, 1C9Y, 1EP9 a 1FVO). 
Identifikovaná missense mutace p.G195R mění vysoce konzervovanou aminokyselinu 
v ornitin-vazebné doméně (obr. 32), což vede k významné redukci aktivity i množství 
proteinu (Kogo T. et al., 1998). U chlapců je asociována s neonatální formou onemocnění a 
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vyskytla se také u dvou dívek, z nichž jedna ve věku 2 let podstoupila transplantaci jater 
(Choi J.H. et al., 2015). Druhá v dětství prodělala mnoho hyperamonemických příhod a trpí 
závažnou mentální retardací (Tuchman M. et al., 1994).  
Naše pacientka podstoupila ve věku 14 let úspěšnou transplantaci jater, která byla provedena 
kvůli zhoršující se metabolické kontrole a zvýšené frekvenci hyperamonemických příhod (2-3 
ročně) během puberty. Z explantátu jater pacientky byla izolována řada vzorků (viz obr. 33), 
které byly využity pro studium vlivu X-inaktivace na projevy onemocnění. V první řadě bylo 
zkoumáno 25 kousků (~1 cm3), které byly odebírány postupně z jedné strany jater na druhou 
podél střední linie, a vzhledem k jejich velikosti by měly reprezentovat velké množství 
malých ostrůvků deficitních i normálních buněk (De Hoon B. et al., 2015). Z těchto 25 
kousků byla simultánně izolována DNA a RNA, které byly využity pro stanovení poměrů 
XCI na základě metylace DNA a poměrů alel transkriptů genu OTC. Dále bylo izolováno 
6 kousků (~2 cm3), které byly rozděleny na dvě části (A a B) a využity nejen pro stanovení 
poměrů XCI a alel transkriptů, ale i pro stanovení množství a aktivity enzymu OTC. Z těchto 
vzorků byla před rozdrcením (v kapalném dusíku) také odebrána menší část pro provedení 
imunohistochemických analýz. Tyto analýzy byly prováděny také v 7 vzorcích zmrazených 
v roztoku Tissue-Tek O.C.T. (směs syntetických pryskyřic a glykolů) a parafínových řezech 
(neukázáno na obrázku). 
 
Obr. 33: Schéma zpracování 
vzorků izolovaných z jater a jiných 











Pro analýzu poměrů XCI pomocí metod využívajích metylaci DNA nebylo možné využít 
metodu HUMARA, protože nebyla informativní, ale všechny tři naše publikované metody 
CNKSR2, TMEM185A a HMGB3 (Musalkova D. et al., 2015) byly použitelné (obr. 34).  
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Obr. 34: Délky produktů PCR (v bp) u jednotlivých členů rodiny. 
 
 





Obr. 35: Srovnání výsledků poměru XCI a exprese alel ve 25 vzorcích získaných z jater (číslováno 1 až 25). (A) 
Podíl buněk (v %) s aktivním chromosomem X nesoucím mutaci – určeno pomocí tří metod na základě metylace 
DNA. Výsledky jsou pro srovnání uvedeny i u 2 vzorků krve (rok odběru 2002 a 2013) a vzorku bukálního stěru 
a močového sedimentu. U vzorku bukálního stěru byla analýza metodou TMEM185A a HMGB3 provedena 
pouze jednou kvůli malému množství vzorku. U vzorku krve (z roku 2002) byla ze stejného důvodu využita 
pouze metoda CNKSR2. (B) Podíl cDNA (v %) nesoucí mutaci c.583G>C či SNP c.137A>G – určeno na 
základě sekvenování RT-PCR produktů na přístroji MiSeq (Illumina). U vzorků 8, 9, 20 a 25 bylo stanovení 
z technických důvodů provedeno pouze jednou. (C) Porovnání průměru předchozích výsledků získaných 
u vzorků DNA (poměry XCI) a RNA (poměry exprese alel), doplněno o X-Y graf. 
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Průměrný poměr XCI v játrech stanovený u sady 25 vzorků se pohyboval v rozmezí 46:54 až 
82:18 (průměr 70:30) s preferenčně aktivním chromosomem X nesoucím mutaci (obr. 35A). 
Výsledky jednotlivých metod spolu velmi dobře korelovaly až na vzorky 4, 20 a 21, kde 
metoda TMEM185A opakovaně podávala nižší výsledek. Výsledky poměrů XCI také vysoce 
korelovaly s poměry alel transkriptů (r = 0,82, p < 0,0001, obr. 35C), které se pohybovaly 
okolo stejného průměru, ale v širším rozmezí 41:59 až 96:4 (průměr 73:27, obr. 35B).  
Poměry alel transkriptů byly stanoveny na základě sekvenování RT-PCR produktů a alely 
byly odlišeny nejen na základě mutace c.583G>C v exonu 6, ale i na základě SNP c.137A>G 
v exonu 2 (rs1800321, p.K46R). Tato benigní variace má vysokou frekvenci výskytu (0,195) 
a vyskytuje se často i u hemizygotů. Oproti tomu mutace c.583G>C nebyla identifikována ani 
u jedné z ~87 000 alel v projektu ExAC (http://exac.broadinstitute.org). Velmi vysoká 
korelace (r = 0,99, p < 0,0001) obou stanovení není překvapivá, protože obě varianty se 
nacházely na stejném produktu PCR. Bohužel ostatní metody využívající polymorfismy 
v jiných genech (LAMP2, IDS) nebylo možné z důvodu homozygotního stavu využít, takže 
nelze říci, zda byly hodnoty ovlivněny stabilitou transkriptu.  
V souhrnu byla v této části analýzy demonstrována značná intraorgánová variace v X-
inaktivaci, a také značný rozdíl mezi poměrem stanoveným v krvi a průměrem u jater. To 
ukazuje, že výsledek stanovený na základě biopsie nemusí odpovídat průměru jater a neměl 
by být považován za reprezentativní část celku (např. ve Wakiya T. et al., 2012), což 
potvrzuje i praxe (Grünert S.C. et al., 2013; Ricciuti F.C. et al., 1976). Zřejmě ani stanovení 
poměru XCI v krvi nemusí být vhodná náhrada. U pacientky byl poměr XCI naměřený v krvi 
57:43 a 44:56 (obr. 35A), což odpovídá dolní hranici rozmezí v játrech (obdobně v Yorifuji T. 
et al., 1998). Navíc poměr XCI stanovený v krvi matky pacientky, která je asymptomatická, 
činí 62:38 ve prospěch aktivní mutované alely, a je tudíž srovnatelný s poměrem u dcery. 
Poměry XCI a exprese alel byly analyzovány také u dalších dvanácti vzorků, které byly 
rozemlety a využity pro stanovení množství proteinu OTC metodou Western blot (obr. 36A) a 
aktivity enzymu OTC. Poměry XCI se v této sadě vzorků pohybovaly v užším rozmezí 59:41 
až 77:23 (průměr 69:31), ale i přes takto malé rozdíly bylo možné pozorovat, že tyto hodnoty 
korelují s množstvím proteinu i s aktivitou (obr. 36B, tab. S2 v příloze, p < 0,01). Nicméně při 
porovnání se zdravými kontrolami dostáváme, že zatímco by na základě metylace DNA mělo 
mít 30 % buněk aktivní chromosom X bez mutace, průměrné množství proteinu OTC 
(vztaženo ku GAPDH) je 20 % a průměrná aktivita také. Stanovení u RNA bude ještě 
zopakováno, nicméně hodnoty se zřejmě pohybují okolo 25 %. 
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Obr. 36: Srovnání výsledků u vzorků jater získaných od pacientky s deficitem OTC (označeno 1A až 6B) a 
3 kontrol (IV, V, VI). (A) Reprezentativní výsledky Western blotu – detekce proteinu OTC, GAPDH a CPS1. 
Kontrola IV byla použita pro sjednocení výsledků ze dvou gelů. Byla nanesena na první gel společně se vzorky 
1A až 6B od pacientky, i na druhý gel, kde se nacházely kontroly V a VI. (B) Srovnání výsledků u 12 vzorků 
získaných od pacientky. Poměr XCI byl naměřen pomocí metody CNKSR2 a ukazuje podíl buněk (v %) 
s aktivním chromosomem X bez mutace v genu OTC (šedá barva). Analýza exprese ukazuje podíl RNA (v %) 
bez mutace c.583G>C (zelená barva). Množství proteinu OTC/GAPDH detekované na Western blotu (modrá 
barva) a aktivita enzymu OTC (bordó) jsou udány v % (porovnáno se 100 % u kontroly IV). Vpravo od grafu 
jsou zobrazeny hodnoty korelačních koeficientů. 
Pro detekci proteinu OTC byla použita dobře charakterizovaná polyklonální králičí IgG 
protilátka (HPA000243), která specificky reagovala s jaterní tkání a zřejmě detekuje jen WT 
protein (viz obr. 37). Pozorované rozdíly v absolutních hodnotách mohou být ovlivněny řadou 
faktorů, například různým skladováním vzorků pacientky a kontrol a různou patologií 
(stavem) tkáně. Také je třeba mít na mysli, že kromě hepatocytů obsahuje jaterní tkáň i jiné 
typy buněk: buňky endotelu, Kupfferovy buňky, hvězdicovité Itovy buňky, NK T-lymfocyty a 
cholangiocyty. Hepatocyty tvoří cca 80 % objemu jaterní tkáně, ale jen 60 % počtu buněk, a 
při stanovení poměru XCI je využita DNA i z těchto, v tomto případě nerelevantních zdrojů, 
zatímco ostatní stanovení se týkala specificky OTC (RNA, protein, aktivita).  
Naše výsledky jsou obdobné jako v publikaci (Yorifuji T. et al., 1998), kde nalezli intra-
73 
 
orgánovou variaci poměru XCI v rozmezí 59,2 až 81,8 % ve prospěch aktivního chromosomu 
X nesoucího mutaci (n = 5). Nicméně, náš soubor je obsáhlejší a charakterizovaný na více 
úrovních, proto jsou výsledky spolehlivější. Zatímco Yorifuji a kol. na sadě 4 vzorků 
demonstroval velmi vysokou korelaci poměru XCI s aktivitou enzymu (r = 0,996), u naší sady 
vzorků byla korelace těchto parametrů nižší (r = 0,736).  
Výsledky v rámci dvojic A-B byly velmi podobné, až na pár 4A-4B, což demonstruje, že i 
u vzorků odebraných v těsné blízkosti můžeme nalézt značné rozdíly. V rámci celé sady 
6 párů, ale rozdíly nejsou statisticky významné (párový t-test, hladina významnosti α = 0,05). 
Obr. 37: Imunohistochemická analýza jater, detekce proteinu OTC. (A) pacientka s deficitem OTC, x200; (B) 
kontrola (etylická cirhóza), x40. V játrech pacientky je patrný mosaicismus exprese OTC a fokální glykogenosa 
(světlý ostrůvek) v pozitivní oblasti. 
Po stránce histopatologické byla pro játra charakteristická fokální glykogenosa, steatosa a 
mírná fibrosa (obr. 38). Jak je vidět na předchozím obrázku (obr. 37), ostře ohraničené 
ostrůvky glykogenosy se nacházely i v oblastech, ve kterých je produkován enzym OTC a 
nesouvisí bezprostředně s mosaicismem X-inaktivace. Tento jev se navíc vyskytuje i 
u chlapců s tímto onemocněním a u dalších onemocnění, která nejsou X-vázaná, jako je 
deficit karbamylfosfátsyntetasy (CPS1) a argininosukcinátlyasy (ASL), nebo syndrom HHH 
(hyperamonémie, hyperornitinémie a homocitrulinurie) a LPI (intolerance bílkovin s lysinurií) 
(Badizadegan K. a Perez-Atayde A.R., 1997; Yaplito-Lee J. et al., 2013; Carpentieri D. et al., 
2015). Společné mají tato onemocnění to, že se jedná o poruchy produkce močoviny, ať už 
přímo o deficit enzymu močovinového cyklu, nebo poruchu transportu ornitinu. Mechanismus 
vzniku fokální glykogenosy není znám, ale v literatuře se spekuluje, že na akumulaci má vliv 
specifická strava pacientů (Yaplito-Lee J. et al., 2013; Miles L. et al., 2005).  
Tyto výsledky zatím nebyly publikovány a budou dále rozšířeny, hlavně v oblasti 
imunohistochemické analýzy. Bude následovat podrobné zkoumání zonace jaterních lalůčků, 
lokalizace ostrůvků glykogenu, kvantifikace podílu OTC+ a OTC- oblastí a dalších parametrů, 
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včetně celkového množství glykogenu. 
Obr. 38: Histopatologická analýza jater pacientky s deficitem OTC. (A) parafínový řez, HE (hematoxylin-eosin, 
základní přehled), x100; (B) parafínový řez, VgEl (van Gieson, barvení kolagenních a elastických vláken), x100; 
(C) zmrazená tkáň, PAS (periodic acid Schiff, barvení glykogenu a neutrálních polysacharidů), x400; (D) 
zmrazená tkáň, Sudan (Oil Red O, barvení neutrálních tuků), x400. V játrech je patrná fokální glykogenosa 
(světlé ostrůvky v panelu A a B, syté v C), steatosa (C, D) a mírná fibrosa (B). Ostrůvky glykogenosy jsou 
diastasa sensitivní (tzn. nebarví se v PAS po inkubaci s enzymem, neukázáno). 
Mosaicismus X-inaktivace je ovlivněn počtem zakládajích buněk a migrací buněk během 
vývoje a může generovat funkční diverzitu, která je náhodná a specifická pro každého 
jednotlivce (Wu H. et al., 2014). Wu a kol. uvedli hypotézu, že u orgánu jakým jsou játra, kde 
velká část buněk vykonává stejnou funkci, nemusí hrát nehomogenita X-inaktivace roli a 
důležitý je spíše celkový poměr buněk s aktivním chromosomem nesoucím mutaci a bez 
mutace. Při překročení určité hranice, která je závislá na onemocnění a typu tkáně (a zřejmě 
charakteru mutace) dochází k dysfunkci. U námi studované pacientky jsme nenašli extrémní, 
ale spíše mírné zešikmení X-inaktivace. Průměrný poměr XCI v játrech se pohyboval okolo 
hodnoty 70:30 ve prospěch aktivního chromosomu X nesoucího mutaci a průměrná aktivita 
okolo 20 % hodnoty kontrol a tyto hodnoty bohužel u pacientky na dietní léčbě po nástupu 





Pro účely výzkumu dědičných metabolických onemocnění jsem navrhla několik metod. Po 
vyzkoušení více přístupů jsem zavedla jednoduchý, robustní postup, jak obohatit lysosomální 
membrány z kultivovaných buněk na krokovém sacharosovém gradientu (Mušálková D. et al., 
2013), což je metoda, která nyní slouží nejen ke zkoumání obecných vlastností lysosomů, ale 
také změn probíhajících u lysosomálních střádavých onemocnění. 
Do této skupiny onemocnění patří mimo jiné mukopolysacharidosa typu IIIC, která je 
způsobena mutacemi v genu HGSNAT, kódujícím lysosomální membránový enzym. Naše 
kolegyně Eva Richtrová ve své dizertační práci (Richtrová E., 2014) popsala u šesti pacientů 
s mukopolysacharidosou typu IIIC promotorové varianty rs4523300 a rs149596192. Při 
provedení luciferasové reportérové metody jsme zjistili, že tyto varianty mají významný vliv 
na expresi, a proto jsem ověřovala, zda mají také vliv na aktivitu enzymu měřenou 
v lymfocytech zdravých osob. Při rozřazení skupiny dle genotypu ale nebyly nalezeny rozdíly 
v enzymové aktivitě (Richtrova E. et al., 2016).  
Dále jsem navrhla a ověřila několik jednoduchých metod pro stanovení zešikmení inaktivace 
chromosomu X (Musalkova D. et al., 2015), které jsou založeny na rozdílné metylaci DNA 
v promotorových oblastech genů u aktivního a inaktivního chromosomu X. V důsledku 
inaktivace chromosomu X jsou ženy mosaikou dvou buněčných populací. Výzkumem 
distribuce této mosaiky a poměru XCI se můžeme dovědět více o efektu X-inaktivace na 
klinickou manifestaci X-vázaných onemocnění, a to nám může pomoci identifikovat ženy 
s pravděpodobnou vyšší zátěží.  
Naše nové metody byly využity v řadě projektů, z nichž podrobněji je v této práci popsáno 
využití u dívky s velmi vzácnou manifestací mukopolysacharidosy typu II (Řeboun M. et al., 
2016). Jedná se o první případ dívky s touto chorobou v České republice, u níž klinická 
manifestace koresponduje se závažnou formou syndromu, tak jak se projevuje u chlapců. 
Příčinou onemocnění je zřejmě extrémní zešikmení X-inaktivace (poměr XCI téměř 100:0), 
které vede k expresi mutované alely, zatímco zdravá alela je v drtivé většině buněk 
inaktivována. Z buněk izolovaných z krve byly vytvořeny iPSC buňky, které budou sloužit 
jako buněčný model při budoucím výzkumu patogeneze a léčby MPS II. 
Další využití našich metod se týkalo rodiny s mutací v genu HPRT1 (Kostalova E. et al., 
2015), kde se na základě poměru XCI a jiných parametrů nepodařilo vysvětlit rozdíly 
pozorované mezi ženami. Sestřihová mutace c.402+1G>A v genu HPRT1 má v této rodině 
závažný vliv na poměr XCI naměřený v krvi a zřejmě zde dochází k selekci buněk s aktivním 
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chromosomem X bez mutace. 
Třetím projektem byla studie poměrů XCI v explantovaných játrech dívky s deficitem OTC, 
která kvůli vysoké frekvenci hyperamonemických příhod podstoupila transplantaci. Zde jsem 
popsala intraorgánovou variaci v X-inaktivaci a značný rozdíl mezi poměrem stanoveným 
v krvi a průměrem u jater. Demonstrovala jsem, že naměřené poměry XCI korelují s expresí, 
množstvím proteinu a aktivititou enzymu OTC. Průměrný poměr XCI v játrech byl 70:30 ve 
prospěch aktivní mutované alely a průměrná aktivita v porovnání s kontrolami byla 20 %. 
Tato hodnota bohužel nestačila pro udržení dlouhodobé metabolické kompenzace po nástupu 
puberty. 
Vzhledem k našim zkušenostem doporučujeme při stanovení poměru X-inaktivace používat 
nejen kombinaci více metod, ale dělat analýzu pokud možno ve více tkáních, nejen v krvi, ale 
i např. bukálních stěrech, vlasových váčcích nebo močových buňkách. V dnešní době máme i 
díky naší práci, ale také novým metodickým přístupům, po ruce celou řadu metod jak poměr 
XCI studovat. Pokoušet se vysvětlit fenotypovou variaci na základě jednoho parametru je ale 





6 Seznam zkratek 
4-MU  4-metylumbelliferon 
ABCD  ATP-binding cassette transporter, family D 
ALP  alkalická fosfatasa 
AR  androgenní receptor 
ATP  adenosin-5´-trifosfát 
β-Gluc  β-glukocerebrosidasa 
β-Hex  β-hexosaminidasa 
bp  pár bazí DNA/RNA 
BrdU  bromodeoxyuridin 
BSA  bovinní sérový albumin 
Cat  katalasa 
CLEAR  coordinated lysosomal expression and regulation 
CpG  kovalentně spojené nukleotidy C a G 
CPS1  karbamylfosfátsyntetasa 1 
CTCF  CCCTC-binding factor 
DAPI  4´,6-diamidin-2-fenylindol 
ddNTPs 2´,3´-dideoxynukleosid-5´-trifosfát 
DNA  deoxyribonukleová kyselina 
DNMT DNA metyltransferasa 
dNTPs  2´-deoxynukleosid-5´-trifosfát 
G6PD  glukosa-6-fosfátdehydrogenasa 
GAG  glykosaminoglykan 
GAPDH glyceraldehyded-3-fosfátdehydrogenasa 
GLA  α-galaktosidasa A 
GFP  zelený fluorescenční protein 
HDAC  histondeacetylasa 
HGSNAT acetyl-CoA:α-glukosaminid N-acetyltransferasa 
hnRNP heterogenous nuclear ribonucleoprotein 
HPRT  hypoxantin-guaninfosforibosyltransferasa 
hPS  lidské pluripotentní kmenové buňky 
HUMARA metoda pro stanovení poměru XCI využívající gen AR 
ID  porucha intelektu 
IDS  iduronátsulfatasa 
iPSC  indukované pluripotentní kmenové buňky 
KO  knockout 
LAMP  lysosomálně asociovaný membránový protein 
LIMP  lysosomálně integrovaný membránový protein 
LM  lysosomální membrána 
LRO  organely příbuzné lysosomům 
LSD  lysosomální střádavá onemocnění 
M6PR  manosa-6-fosfátový receptor 
ManR  manosový receptor 
MD  průměrný rozdíl mezi metodami 
MLPA  multiplex ligation-dependent probe amplification 
MME  methionin metylester 
MPS  mukopolysacharidosa 
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MSP  metylačně specifické PCR 
NPC  Niemann-Pickova choroba typu C 
OMIM  online Mendelian inheritance in man 
OP  organelová peleta/koncentrát 
OTC  ornitintranskarbamylasa 
PAR  pseudoautosomální oblast 
PB  periferní krev 
PBMC  mononukleární buňky periferní krve 
PBS  fosfátový pufr s NaCl 
PCR  polymerasová řetězová reakce 
PNS  postnukleární supernatant 
PRC  Polycomb represivní komplex 
RAP  RNA antisense purification 
RFLP  polymorfismus délky restrikčních fragmentů 
ri  refrakční index 
RNA  ribonukleová kyselina 
rpm  otáčky za minutu 
RT-PCR PCR spojené s reverzní transkripcí (popř. real-time PCR) 
SD  směrodatná odchylka 
SDH  sukcinátdehydrogenasa 
SHOX  short stature homeobox 
SNP  jednobázový polymorfismus 
SRY  Sex-determining region Y 
STR  krátká tandemová repetice 
TA  transkripční metoda 
TAD  topologicky asociovaná doména 
TFEB  transkripční faktor EB 
TMEM transmembrane protein 
TSIX   antisense ke XIST 
UCSC  University of California, Santa Cruz 
WT  wild-type 
Xa  aktivní chromosom X 
XACT  X-active specific transcript 
XAR  X-added region 
Xce  X-controlling element 
XCI  inaktivace chromosomu X 
Xi  inaktivní chromosom X 
XIC  X-inactivation center 
XIST  X-inactive specific transcript 
XLID  X-vázaná porucha intelektu 
Xm  maternální chromosom X 
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Tab. S1: Souhrn výsledků naměřených u kontrolních vzorků při validaci metod pro měření poměru XCI. 
Vzorek Věk 






















1 39 38,6 305   287   318   276+249 41,5 319+301 43,5 3 
2 16   305   287   318   276+249 N 304+301   1 
3 13 10,2 305   287+281 14,2 318   249   292+319 22,2 3 
4 63   305   287+284   318   276   301   0 
5 72 6,6 305   284   321   249+243 17,0 316+301 18,4 3 
6 32 26,4 305   284   318   273+243 38,9 319+301 37,4 3 
7 33 21,2 305+311 36,8 284   318   249   313+304 31,3 2 
8 47 12,8 305   287+284   318   249   313+301 30,5 2 
9 33 14,3 305   284   318   255+249 4,8 319+301 27,6 3 
10 27 15,7 305   287   318   276+243 26,0 310+301 25,1 3 
11 35 22,8 305   287+284   318   267+243 27,1 301   2 
12 32   305   284   318   249   307+304   0 
13 25   305   287+284   318   279+249 0,0 298+289 4,0 2 
14 30 0,7 305   287+284   318+306 19,3 249   313+301 9,0 2 
15 25 11,0 305   284   318   249+243 16,8 313+301 11,6 3 
16 36 25,6 305   287   321+318   276+243 17,8 313+301 31,2 3 
17 26 13,5 305+311 22,1 284   318+306 29,2 249   301   1 
18 30 4,2 305   305+281 3,3 321+318   273+249 7,4 301   3 
19 33 13,4 305   287+281 4,4 318   249   304+301   2 
20 41   305   287+284   318   249+243 N 301   1 
21 41   305+311 10,8 287+284   318   270+249 4,2 313+301 9,8 2 
22 34 1,7 305   308+284 2,3 318   249   313+301 13,2 3 
23 39 9,1 305   287+281 5,2 318+306 2,6 270+249 15,7 304   3 
24 54   305   284+281   321+318   270+249 N 301   1 
25 56 0,7 305   284+281   324+318 6,4 270+249 9,0 313+310   2 
26 57 17,2 305   287+281 9,4 318+306 3,9 264+243 25,6 301   3 
27 56 15,7 305   287+284   318   249   301   1 
28 54 11,6 305   284+281   318+306 4,2 249+243 3,0 301+316 2,3 3 
29 42 11,0 305   287+284   306   270+249 11,3 301   2 
30 27   305   287+281 9,9 318   279+270 7,3 313   2 
31 36   305+311 37,6 284+281   318   264   301+319 42,6 1 
32 36 28,4 305   287+284   318   249+243 36,2 313+307 32,0 3 
33 30 45,2 305   284   318   264+249 48,9 313+301 50,0 3 
34 71   305   287+284   318+306 34,7 273+249 45,0 301   1 
35 9 19,4 305   287+281 20,6 318   249   313+307 21,6 3 
36 35 16,9 305   287+284   318   249   313+304 16,4 2 
37 34 22,2 305   287+284   318   270+249 22,9 313+301 23,2 3 
38 62 7,9 305   287+281 13,0 318   270   304+301   2 
39 26 27,7 305   284   318   273+249 28,2 319+301 36,1 3 
40 66 0,3 305   287+281 0,7 318   249+243 10,8 301   3 
41 40 9,3 305   284   318   273+243 15,1 307+301 10,6 3 
42 40 11,3 305   287+284   318+306 17,4 249+243 9,1 307+304   2 
43 37 8,1 305+311 36,9 287+284   318   270+249 7,1 313+301 3,2 3 
44 33 2,1 305   287+284   321+318   249   304+301   1 
45 41   305   281   318   270+249 32,8 313+304 33,6 2 
46 25 10,1 305   284+281   318   255+249 0,1 304+301   2 
47 53 9,7 305   287+284   318   249   307+301 8,6 2 
48 53   305   287+284   306   249   319+289 N 1 
49 52 6,7 305   284+281   318   273   301   1 
50 56 14,0 305   287   318   249   304   1 
51 56   305+311 35,3 287+284   318+315   249   313+301 29,7 1 
52 49 21,9 305   287+284   321+318   270   313+301 29,1 2 
138 
 
53 48   305   284+281   318+306 35,3 270+249 37,0 304+301   1 
54 51 36,6 305   287   318+306 22,5 249+243 39,3 301   2 
55 13   305   287+284   321+318   243   313+301 N 1 
56 30 28,3 305   287+284   318   243   313+304 31,4 2 
57 35 1,1 305   284   321+306 13,6 249+243 16,3 319+304 13,9 3 
58 36 1,8 305   287+281 0,8 318+306 19,5 249+243 10,6 313+304 24,4 4 
59 69   305   287+284   318   270+243 22,3 313+301 25,0 2 
60 43 18,9 305   296+287 16,4 318+306 15,5 249   313+301 33,7 3 
61 31 7,7 305   287+284   318   249+243 10,1 304+301   2 
62 16   305   287+284   318   270+249 7,1 307+301 10,2 2 
63 48   305   296+284 28,8 318   249   313+304 40,1 2 
64 32   305+311 N 287+284   321+318   249   301   0 
65 27   305   287+284   318+306 N 249   301   0 
66 20 7,7 305   287+284   318+306 10,4 249+243 3,5 301   2 
67 22 11,1 305   287   318   276+243 19,8 310+301 18,3 3 
68 26   305   290+287   306   279+249 17,1 313+301 40,9 2 
69 30 27,3 305   290+287   318   249   307+301 40,9 2 
70 43   305   287+284   318+306 5,0 249   301+286 7,3 1 
71 25   305   287+284   318   270+243 N 304+301   1 
72 26   305   287+284   318+309 16,3 249   313+304 22,8 1 
73 37   305   284   318+306 48,8 249+243 49,9 313   1 
74 33 5,6 305   287   318   270+249 14,6 322+304 29,6 3 
75 38 12,1 305   287+284   315+306 17,8 249   313+304 9,9 2 
76 27   305   287+284   318   249   313+301 N 1 
77 24   305+311 14,2 287   318+309 14,6 249   313+301 18,4 1 
78 35 27,6 305   287   318   279+249 38,5 304+301   2 
79 36 26,9 305+311 5,9 284+281   318   270+243 7,8 313+301 1,6 3 
80 21   305   284+281   318   249+243 N 301   1 
81 21 9,7 305   287   318   276+249 3,8 319+316   2 
82 22   305+311 13,1 287+281 4,0 318   249+243 0,4 304   2 
83 30 0,4 305   287+284   318+306 13,0 249   304   1 
84 18 4,5 305+311 21,4 287+284   321+318   270+249 22,4 301   2 
85 20 15,9 305   284   318   249   313+304 28,5 2 
86 18 4,7 305+311 6,9 284+281   318   249   313+304 24,0 2 
87 32   305   287+284   318+306 17,9 264+243 14,2 304+301   1 
88 45   305   287+284   321+318   249+243 N 301   1 
89 42   305   284+281   318   270+249 N 304   1 
90 35 9,2 305   287+281 12,4 318   249+243 10,6 313+304 3,1 4 
91 28 21,4 305   284+281   318+306 15,8 273+249 34,0 319+301 45,3 3 
92 50   305   284   318   249   313+304 N 1 
93 16 25,4 305   284+281   318   270+243 6,9 304+301   2 
94 19 3,3 305   284   318   270+243 19,2 304+301   2 
95 19 30,6 305   287+281 27,1 318   264+249 28,8 304   3 
96 19 14,8 305+311 20,0 287+281 14,3 318   249+243 12,7 304+289 14,2 4 
97 54 19,2 305   287   318+306 2,6 249   307   1 
98 61 10,1 305   287+281 13,4 318   249   307+301 2,9 3 
99 52 0,9 305   284+281   318   243+279 12,7 304+301   2 
100 36 30,6 305   287   321+318   276+243 18,0 313+301 37,5 3 
N=neměřeno 




Tab. S2: Souhrn hlavních výsledků naměřených u 15 vzorků jater (12 získáno od pacientky s deficitem OTC, 3 kontroly). 
  
XCI (% aktivních XWT) Exprese WT alely (%) Western blot (relativní kvantita v %) Aktivita  
 
Vzorek 
no. CNKSR2 SD 
průměr 
více 
metod c.583G>C c.137A>G OTC  SD 
OTC/ 





pacientka 1A 36,8 3,6 39,2 37,1 41,8 31,9 7,3 31,0 2,5 96,5 8,2 8,6 0,7 29,2 1,4 
 
1B 40,9 4,9 39,1 31,3 33,7 29,8 3,4 27,5 1,4 101,3 3,4 6,4 0,5 21,8 1,2 
 
2A 25,7 1,3 30,3 17,8 20,9 27,1 3,6 18,8 2,4 101,0 8,0 4,8 0,4 16,4 0,8 
 
2B 26,5 1,7 28,5 13,0 15,0 21,6 3,4 17,7 4,1 116,7 4,7 2,7 0,4 9,2 0,2 
 
3A 29,9 1,2 31,4 13,1 19,2 25,8 4,7 20,7 2,3 123,4 2,0 4,2 0,9 14,0 1,2 
 
3B 30,5 1,8 31,9 28,9 28,1 27,0 7,8 18,7 0,9 108,4 10,5 6,3 0,0 21,6 2,7 
 
4A 23,4 0,6 25,8 17,7 20,9 24,1 3,4 16,9 1,7 120,6 6,8 3,9 0,3 13,2 0,7 
 
4B 37,6 0,6 35,0 31,6 31,1 33,7 3,9 25,4 3,7 113,1 0,3 6,7 0,3 23,0 1,9 
 
5A 26,4 1,1 32,1 15,0 15,2 20,7 1,2 15,3 0,5 113,9 0,7 3,7 0,6 12,5 0,3 
 
5B 23,4 6,9 25,6 18,8 29,6 24,5 1,2 15,5 2,0 112,8 0,0 3,6 0,8 12,0 1,3 
 
6A 34,0 6,1 33,2 50,7 53,6 37,2 4,0 24,4 2,9 111,6 1,4 9,0 0,6 31,1 6,1 
 
6B 35,8 1,3 35,7 38,4 43,3 45,7 4,3 33,5 0,5 98,0 3,6 11,0 0,9 37,6 1,8 
kontrola IV           100,0   100,0 
 
100,0   29,5 3,8 100,0   
 
V           91,9   171,9 
 
102,2   38,7 3,2 131,7 6,1 
 
VI           93,6   87,8   99,9   28,3 0,1 96,6 12,8 
                 průměr: pacientka 30,9   32,3 26,1 29,4 29,1   22,1   109,8       20,1   
 
kontroly           95,2   119,9   100,7       109,4   
 
průměr u pacientky přepočteny dle průměru kontrol: 30,6   18,5   109,0       18,4   
 
SD...směrodatná odchylka 
 
 
